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RESUMO 
 
As plantas são consideradas nichos ecológicos que possuem diferentes ambientes com 
diversas associações como a rizosfera, filosfera e endosfera e cada parte possui sua própria 
comunidade de microrganismos com suas diferentes funções. A endosfera funciona em 
associação com outros organismos onde pode ocorrer intercâmbio metabólico com 
benefícios mútuos. Plantas da família Gesneriaceae são uma interessante fonte de 
metabólitos secundários com diversidade em termos químicos e com relatos de extratos e de 
algumas moléculas bioativas. No entanto, poucas espécies de Sinningia foram estudadas em 
termos químicos e não é conhecida a diversidade de microrganismos endofíticos a elas 
associada, bem como o impacto de endófitos na biossíntese de substâncias bioativas. Assim, 
neste trabalho buscou-se estudar, em planta in natura e in vitro, a diversidade microbiana, o 
potencial metabólico e a avaliação das atividades antimicrobiana e antioxidante de extratos 
metanólicos de bactérias e fungos endofíticos associados às lâminas foliares de Sinningia 
magnifica, Sinningia schiffneri e Sinningia speciosa. Para isto foram utilizados diferentes 
tipos de metodologias num estudo multidisciplinar, onde se buscou avaliar a diversidade 
microbiana durante três anos no mesmo período, e isolar os microrganismos endófitos 
cultiváveis associados às lâminas foliares destas três espécies de Sinningia. Além disso, 
foram obtidos extratos metanólicos das plantas in natura, de plantas cultivadas in vitro e de 
culturas mistas sintéticas (co-culturas) entre plantas in vitro e microrganismos endofíticos 
isolados de cada espécie vegetal e também de co-culturas entre microrganismos endofíticos, 
avaliando-se o impacto no perfil cromatográfico, na biossíntese de metabólitos secundários 
e na bioatividade, empregando-se análises químicas por UHPLC-ESI-MS/MS, com uso de 
substâncias-padrão previamente isoladas de espécies de Sinningia, e análises quimiométricas 
multivariadas PCA e PLS-DA. Foram avaliados o potencial bioativo pelos métodos ORAC-
FL e microdiluição dos extratos das plantas (in natura e in vitro), dos microrganismos 
endofíticos cultiváveis e das co-culturas planta in vitro-endófitos. Os resultados de 
diversidade microbiana indicaram que as comunidades endofíticas presentes nas espécies de 
Sinningia possuem bactérias que pertencem aos filos Actinobacteria, Bacteroidetes, 
Firmicutes e Proteobacteria, e fungos que pertencem aos filos Ascomycota, Basidiomycota 
e Chytridiomycota. Quanto aos microrganismos endofíticos cultiváveis isolados os 
resultados mostraram que as bactérias pertencem aos gêneros Curtobacterium, 
Methylobacterium, Pantoea, Stenotrophomonas e Xanthomonas, e os fungos aos gêneros 
  
Cladosporium, Curvularia, Geosmithia e Lecanicillium.  Foram detectados nos extratos 
metanólicos analisados por UHPLC-ESI-MS a halleridona, a 8-hidroxi-dunniona, a 6-
metoxi-7-hidroxi-2-metilantraquinona e o calceolariosideo B, com o teor destas substâncias 
variando pela interação planta-endófito. Os extratos metanólicos avaliados mostraram 
diferentes respostas em termos de bioatividade, sendo verificados extratos que apresentaram 
atividade antimicrobiana, antioxidante e pro-oxidante e outros que não foram ativos. Em 
conclusão, as bactérias e fungos endofíticos associados às lâminas foliares de cada uma das 
três espécies de Sinningia estudadas são capazes de modular o metabolismo vegetal, em 
termos de constituintes químicos e de bioatividade, dependendo das combinações obtidas 
das culturas mistas sintéticas planta-endófito, mostrando a diversidade de microrganismos 
endofíticos associados à lâmina foliar de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa e o impacto 
dos endófitos na biossíntese de substâncias bioativas quando associados à endosfera vegetal.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
Plants are considered ecological niches that have different environments with diverse 
associations such as rhizosphere, philosphere and endosphere and each part has its own 
community of microorganisms with their different functions. The endosphere works in 
association with other organisms where metabolic exchange with mutual benefit may occur. 
Plants of the Gesneriaceae family they are an interesting source of chemically diverse 
secondary metabolites with reports of extracts and some bioactive molecules. However, few 
species of Sinningia have been studied in chemical terms and the diversity of endophytic 
microorganisms associated with them and the impact of endophytes on biosynthesis of 
bioactive substances are not known. Thus, this work aimed to study, in natura and in vitro 
plant, the microbial diversity, the metabolic potential and the evaluation of the antimicrobial 
and antioxidant activities of methanolic extracts of bacteria and endophytic fungi associated 
with leaf blades of Sinningia magnifica, Sinningia schiffneri and Sinningia speciosa. For this 
we used different types of methodologies in a multidisciplinary study, which aimed to 
evaluate the microbial diversity for three years in the same period, and to isolate the 
cultivable endophytic microorganisms associated with the leaf blades of these three species 
of Sinningia. In addition, methanol extracts were obtained from plants in natura and from in 
vitro cultivated and from synthetic mixed cultures (co-cultures) between in vitro plants and 
isolated endophytic microorganisms from each plant species and also from co-cultures 
between endophytic microorganisms, evaluating impact on chromatographic profile, 
biosynthesis of secondary metabolites and bioactivity using chemical analyzes by UHPLC-
ESI-MS/MS, using previously isolated standard substances from Sinningia species, and 
multivariate chemometric analyzes PCA and PLS-DA. Bioactive potential was evaluated 
using ORAC-FL and microdilution methods of plant extracts (in natura and in vitro), 
cultivable endophytic microorganisms and in vitro endophyte plant co-cultures were 
evaluated. The results of microbial diversity indicated that the endophytic communities 
present in the species of Sinningia have bacteria that belong to the phyla Actinobacteria, 
Bacteroidetes, Firmicutes and Proteobacteria, and fungi that belong to the phyla 
Ascomycota, Basidiomycota and Chytridiomycota. As for the cultivable endophytic 
microorganisms isolated the results showed that the bacteria belong to the genera 
Curtobacterium, Methylobacterium, Pantoea, Stenotrophomonas and Xanthomonas, and the 
fungi to genera Cladosporium, Curvularia, Geosmithia and Lecanicillium. Were detected in 
  
the methanolic extracts analyzed by UHPLC-ESI-MS the constituents halleridone, 8-
hydroxy-dunnione, 6-methoxy-7-hydroxy-2-methylanthraquinone, and calceolarioside B, 
with a concentration ranging for interaction plant-endophyte. Methanolic extracts obtained 
showed different responses in terms of bioactivity, were verified extracts with antimicrobial, 
antioxidant and pro-oxidant activities and others extracts that were not active. In conclution, 
the endophytic bacteria and fungi associated with leaf blades of each of the three species of 
Sinningia studied are able to modulate plant metabolism, in terms of chemical constituents 
and bioactivity, depending on the combinations of plant-endophyte synthetic mixed cultures 
obtained, showing the diversity of endophytic microorganisms associated with the leaf blade 
of S. magnifica, S. schiffneri and S. speciosa, the importance of plant-endophyte symbiotic 
interaction and the impact of endophytes on biosynthesis of bioactive substances when 
associated with the plant endosphere. 
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CONCEITOS 
 
Abundância de espécies. A proporção de cada espécie em uma comunidade. 
Agente antimicrobiano. Um produto químico que mata ou inibe o crescimento de 
microrganismos. 
Biossíntese combinatória. A criação de novos processos metabólicos através da 
transferência e expressão de genes entre organismos. 
Biossíntese. A produção dos constituintes celulares a partir de outras moléculas (geralmente 
mais simples). 
Cepa. Uma população de células de uma única espécie, onde todas são descendentes de uma 
única célula; um clone.   
Co-evolução. Evolução que ocorre em conjunto em um par de espécies intimamente 
associadas devido aos efeitos que cada um tem sobre o outro. 
Comensalismo. Um tipo de simbiose em que um indivíduo ganha com a associação (o 
comensal) e o outro não é prejudicado nem beneficiado. 
Co-metabolismo. Modificação de uma sustância não utilizada para crescimento por um 
microrganismo, que ocorre na presença de outro material orgânico que serve como fonte de 
carbono e energia. 
Comunidade microbiana. Duas ou mais populações de células que coexistem e interagem 
em um habitat. 
Desinfecção. A eliminação de patógenos de objetos ou superfícies inanimados. 
Ecossistema. Um complexo dinâmico de organismos e seu ambiente físico, interagindo 
como uma unidade funcional. 
Endossimbiose. tipo de simbiose em que um organismo é encontrado dentro de outro 
organismo. 
Espécies. Definidas em microbiologia como uma coleção de cepas que compartilham as 
mesmas propriedades principais e diferem em uma ou mais propriedades significativas de 
outras coleções de cepas; definido filogeneticamente como um grupo monofilético exclusivo 
com base na sequência de DNA. 
Habitat. Um ambiente dentro de um ecossistema onde o organismo poderia residir, onde o 
organismo vive. 
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Infecção. Invasão de um hospedeiro por um microrganismo com posterior estabelecimento 
e multiplicação do agente. Uma infecção pode ou não levar a uma doença aberta. 
Microambiente. O ambiente imediato que envolve uma célula microbiana ou outra 
estrutura, como uma raiz. 
Microrganismo. organismo microscópico constituído por uma única célula ou 
agrupamentos de células, incluindo também os vírus que não são celulares. 
Nicho. Na teoria ecológica, a residência de um organismo numa comunidade, incluindo 
fatores bióticos e abióticos. 
Quimioorganoheterotrófico. Um organismo que usa substâncias orgânicas como fonte de 
energia, elétrons e/ou carbono para a biossíntese.  
Riqueza de espécies. O número total de espécies diferentes presentes em uma comunidade. 
Simbioses. Uma relação intima entre dois organismos, com frequência se desenvolvem 
prolongadamente em associação e co-evolucao. 
Taxonomia. Ciência da identificação, classificação e nomenclatura.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte dos conceitos:  
Madigan M. T., Stahl D. A., Sattley W. M., Buckley D. H., Bender K. S. (2014). Brock 
Biology of Microorganisms. Pearson, 14: 1032.  
Joanne M Willey; Linda Sherwood; Chris Woolverton. (2008). Prescott, Harley, and Klein’s 
Microbiology. McGraw-Hill,7: 1088. 
 
23 
 
 
 
APRESENTAÇÃO 
 
O estudo do microbioma endofítico das lâminas foliares de três espécies do gênero Sinningia 
(Gesneriaceae), Sinningia magnifica (Otto & A. Dietr.) Wiehler, Sinningia schiffneri Fritsch 
e Sinningia speciosa (Lodd.) Hiern.), grupo Fyfiana, e suas interações metabólicas com 
vistas à possíveis aplicações biotecnológicas foi realizado neste trabalho. Quanto à 
organização, a tese contem resumo, introdução geral (revisão de literatura), objetivos gerais 
e seis capítulos. Cada capítulo apresenta título, resumo, introdução, objetivo, material e 
métodos, resultados, discussão, conclusão, referências bibliográficas e, em alguns casos, 
material suplementar.  
 
No capítulo 1, encontram-se as considerações gerais e revisão de literatura sobre o gênero 
Sinningia, família Gesneriaceae, com destaque para as espécies S. magnifica, S. schiffneri e 
S. speciosa.  
 
No capitulo 2, são apresentados os procedimentos para o estabelecimento de culturas das 
plantas in vitro, a partir de sementes, e o perfil químico por UHPLC-ESI-MS/MS dos 
extratos metanólicos das folhas de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa (plantas in natura 
e das plantas in vitro) e avaliação do seu potencial em termos de metabólitos secundários in 
vitro.  
 
O estudo do microbioma endofítico das lâminas foliares das plantas estudadas é abordado 
no capitulos 3 e 4. O capítulo 3 engloba o estudo da diversidade de bactérias e fungos 
endofiticos associados (cultiváveis e não cultiváveis) presentes nas lâminas foliares de S. 
magnifica, S. schiffneri e S. speciosa, grupo Fyfiana, durante três anos consecutivos. No 
capítulo 4 são apresentados dados quanto ao isolamento e identificação das bactérias e 
fungos endofíticos associados às lâminas foliares de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa, 
co-cultivo de plantas in vitro-endófitos e sua influência no metabolismo das plantas (perfil 
químico e analise quantitativa por UHPLC-ESI-MS/MS). 
 
O capitulo 5, concentra-se na avaliação da atividade antimicrobiana e antioxidante de 
extratos metanólicos de plantas in natura, plantas in vitro e de co-culturas sintéticas planta 
in vitro-microrganismo endofítico de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa e análise 
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quimiométrica (análises multivariadas PCA e PLS) do potencial metabólico, por ESI-MS 
dos extratos bioativos.  
 
O capitulo 6, descreve os procedimentos relacionados à co-cultura microbiana sintética 
endófito-endófito, potencial metabólico em pequena escala e avaliação da atividade 
antimicrobiana e antioxidante de extratos metanólicos obtidos do cultivo de bactérias e 
fungos endofíticos isolados das lâminas foliares de S. magnifica, S. Schiffneri e S. speciosa. 
Por fim tem-se as considerações finais e perspectivas. 
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CAPITULO 1 
 
1. Introdução geral 
 
Os microrganismos são seres vivos que podem estar presentes em vários ambientes. No 
planeta Terra os microrganismos cumprem papel muito importante nos ciclos da degradação 
e restituição do ecossistema global. No entanto, os conhecimentos do entendimento destes 
complexos sistemas biogeoquímicos ainda estão em processos iniciais uma vez que, até o 
momento, só conseguimos cultivar em laboratório uma pequena parte da diversidade 
microbiana disponível (Konopka, 2009; Turner, James e Poole, 2013). Assim, ao longo do 
tempo, esforços no sentido, de se conhecer microrganismos cultiváveis e não cultiváveis em 
diferentes habitats e o progresso das técnicas de diversidade emergentes, estão possibilitando 
o avanço do conhecimento para melhor entendimento da riqueza, da biodiversidade 
microbiana, o papel desempenhado por estes organismos e o potencial biotecnológico 
associado (Konopka, 2009; Carmargo et al., 2019).   
 
1.1.Comunidades microbianas em plantas  
  
As comunidades microbianas podem ser definidas como um conjunto de microrganismos 
que não necessariamente são da mesma linhagem, habitando num mesmo entorno mantendo 
um equilíbrio biológico, onde a interação metabólica é constante e com benefícios em 
comum (Konopka, 2009). Assim, os macrorganismos podem ser nichos ecológicos para a 
formação destas comunidades microbianas, como é o caso das plantas. Estes organismos 
pluricelulares em geral acrescentam três possíveis zonas ambientais onde pode acontecer 
interações com estes micróbios, sendo a filosfera, endosfera e rizosfera (Andreote, Gumiere 
e Durrer, 2014; Orozco-Mosqueda et al., 2018) (Figura 1.1). A filosfera é considerada a zona 
das partes aéreas expostas aos ambientes (caule, folhas, flores e outras estruturas aéreas). 
Neste ambiente os microrganismos que o habitam são normalmente denominados como 
epifíticos, sendo esta a zona de interação nutricional mais difícil (Lindow e Brandl, 2003). 
Contrariamente, a endosfera é a zona que possivelmente seja a melhor para a interação planta 
microrganismo. Esta zona atmosférica ocorre em toda a parte interna das plantas, incluindo 
tanto as partes subterrâneas, como as partes aéreas e considera-se que os microbiomas 
internos apresentam vantagens frente aos microbiomas externos, porque no microbioma 
interno, pode ocorrer uma interação celular mais estreita e dificilmente se tem predadores 
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naturais (Andreote, Gumiere e Durrer, 2014). As interações nos microbiomas endofíticos 
geralmente apresentam um envolvimento metabólico intimo com as plantas chegando a 
modificar ou potencializar as vias metabólicas tradicionais. Por outro lado, a rizosfera é a 
zona que se encontra no subsolo tendo interação mais íntima com o solo e os nutrientes aí 
presentes, possibilitando o desenvolveimento de interações metabólicas com 
microrganismos especializados (Turner, James e Poole, 2013).  
 
 
Figura 1.1. Representação esquemática das zonas onde ocorrem as interações entre as 
plantas e as comunidades microbianas.  
 
Em geral, as plantas como organismos únicos são excepcionais metabolicamente, mas 
também são nichos ecológicos ideais como habitat de vários tipos de microrganismos desde 
os que captam nutrientes até os que metabolizam substâncias ativas, beneficiando-se 
mutuamente (Turner, James e Poole, 2013; Orozco-Mosqueda et al., 2018). Entretanto, como 
anteriormente já se mencionou, pouco se conhece sobre a diversidade microbiana presente 
nas plantas e muito menos as interações que plantas-microrganismos apresentam, sendo uma 
linha de estudo promissora e que deve ser trabalhada.  
 
Filosfera 
Parte externa das 
plantas exposta à 
atmosfera  
Rizosfera 
Parte externa das 
plantas exposta ao 
subsolo 
Parte interna das 
plantas  
Endosfera 
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1.2.Considerações gerais sobre a família Gesneriaceae Rich. & Juss. ex DC 
 
A família Gesneriaceae cotém plantas com diferentes formas de vida, como arbustos, 
subarbustos, ervas ou lianas, com características de crescimento terrestre, epifítico, 
hemiepífita ou rupícola. Seus sistemas são subterrâneos ou não, apresentando raízes perenes, 
rizomatoso ou tuberoso e têm caules de tipo herbáceo ou lenhoso, ereto, escandente ou 
pendente (Wanderley et al., 2003; Flora do Brasil 2020 em construção, 2020). Esta família 
contempla plantas pantropicais, englobando perto de 3525 espécies, distribuídas em 
aproximadamente 151 gêneros (Mabberley, 2017). No Brasil segundo a Flora do Brasil 2020 
em construção (2020), ocorrem aproximadamente 28 gêneros, dos quais oito são endêmicos 
no território brasileiro, e estes gêneros contém cerca de 225 espécies, considerando-se 151 
como endêmicas. Os principais gêneros da família Gesneriaceae no Brasil são: Anetanthus 
Hiern ex Benth. & Hook. f. (1 espécies/0 endêmicos), Besleria Plum. ex L. (21 espécies/10 
endêmicos), Chautemsia A. O. Araujo & V. C. Souza (1 espécies/1 endêmicos), 
Chrysothemis Decne. (4 espécies/3 endêmicos), Codonanthe (Mart.) Hanst. (8 espécies/8 
endêmicos), Codonanthopsis Mansf. (5 espécies/0 endêmicos), Columnea L. (6 espécies/1 
endêmicos), Corytoplectus Oerst. (1 espécies/0 endêmicos), Diastema Benth. (1 espécies/0 
endêmicos), Drymonia Mart. (10 espécies/0 endêmicos), Episcia Mart. (4 espécies/0 
endêmicos), Gloxinia L' Hér. (3 espécies/1 endêmicos), Goyazia Taub. (3 espécies/3 
endêmicos), Lesia J. L. Clark & J. F. Sm. (2 espécies/1 endêmicos), Mandirola Decne. (3 
espécies/3 endêmicos), Monopyle Moritz ex Benth. (1 espécies/0 endêmicos), Napeanthus 
Gardner (4 espécies/2 endêmicos), Nautilocalyx Linden (14 espécies/2 endêmicos), 
Nematanthus Schrad. (32 espécies/32 endêmicos), Paliavana Vell. ex Vand. (6 espécies/6 
endêmicos), Paradrymonia Hanst. (1 espécies/0 endêmicos), Phinaea Benth. (1 espécies/0 
endêmicos), Rhoogeton Leeuwenb. (28 espécies/8 endêmicos), Seemannia Regel (2 
espécies/0 endêmicos), Sinningia Nees (76 espécies/65 endêmicos), Sphaerorrhiza Roalson 
& Boggan (4 espécies/4 endêmicos), Tylopsacas Leeuwenb. (1 espécies/0 endêmicos), 
Vanhouttea Lem (9 espécies/9 endêmicos).  
 
A distribuição geográfica da família Gesneriaceae no Brasil é ampla, com ocorrência em 
todas as regiões e estados do país, em zonas especificas de cada uns dos estados como: 
Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata atlântica e Pampa (Flora do Brasil 2020 em construção, 
2020). A nível internacional a família Gesneriaceae possui interesse econômico por seu uso 
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como planta ornamental, considerando-se a de maior representação nesta família a espécie 
Saintpaulia ionantha H. Wendl, conhecida popularmente como violeta africana. Além disso, 
tem-se reportado usos na medicina tradicional contra febre, problemas respiratórios, 
inflamação, feridas, dor, mordida de cobra, e antimicrobiano (Verdan et al., 2012; Wiart et 
al., 2004). As primeiras pesquisas desta família concentraram-se em estudos químicos para 
fins de quimiossistemática, e nos últimos anos tem havido um crescente interesse no estudo 
químico da família Gesneriaceae para a busca de moléculas bioativas, de modo que múltiplos 
metabólitos secundários foram isolados de espécies desta família como: flavonoides, 
terpenoides, esteroides, entre outros (Verdan & Stefanello, 2012). 
 
1.3.Considerações gerais sobre o gênero Sinningia Ness 
 
O gênero Sinningia Ness., pertence à família Gesneriaceae, (Perret et al., 2003; Perret et al., 
2007; Weber, Clark e Moller, 2013; Mabberley, 2017), que segundo a Flora do Brasil 2020 
em construção (2020), contém aproximadamente 76 espécies, sendo que no Brasil são 
endêmicas cerca de 65 espécies. Este gênero engloba plantas terrestres, rupícolas ou 
epifíticas que geralmente apresentam caule de tipo perene carnoso ou lenhoso na parte basal, 
sem raízes adventícias e na maioria dos casos apresentam tubérculos (Wanderley et al., 
2003). O gênero tem distribuição neotropical no continente americano, tendo a maior 
concentração de espécies no Brasil (Mabberley, 2017). Na maioria das espécies a flor 
representa seu atrativo principal, sendo usadas tradicionalmente como plantas ornamentais. 
Devido a este uso, lamentavelmente, muitas Sinningia estão em risco de extinção, seja pela 
distribuição restrita e/ou pela excessiva manipulação humana (Wanderley et al., 2003). Por 
outro lado, há relatos de usos de plantas deste gênero na medicina tradicional, tais como: S. 
incarnata, que é usada em México como contraceptivo e antidiarreico, S. tubiflora que na 
Argentina é usada como purgante e no Brasil S. allagophylla que é empregada como tônico, 
febrífugo, depurativo e diurético. Há também um relato sobre o uso de Sinningia 
macrostachya para problemas renais (Ceolin, 2009; Riva et al., 2012; Verdan et al., 2015; 
Scharf et al., 2016). Ainda, extratos brutos obtidos de algumas espécies de Sinningia 
apresentarem relatos documentados de atividades anti-inflamatória, antinociceptiva e 
antiproliferativa, (Barbosa et al., 2013; Souza et al., 2015; Lomba et al., 2017; Soares et al., 
2017). Diferentes substâncias já foram isoladas de Sinningia, tais como: antraquinonas, 
arilbenzofuranos, benzocromenos, cromenos, etilcicloexanoides, ℇ-lactonas, flavonoides, 
hidronaftoquinonas, naftoquinonas, terpenoides, tabela 1.1 (Winefield et al., 2005; Verdan 
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et al., 2009; 2010; 2013; 2014; 2015; 2017; Souza et al., 2015; Scharf et al., 2016; Amorim 
et al., 2017; Soares et al., 2017, Silva et al., 2019). 
 
1.4.Considerações gerais sobre as espécies Sinningia magnifica (Otto & A. Dietr.) 
Wiehler, Sinningia schiffneri Fritsch, e Sinningia speciosa (Lodd.) Hiern 
 
Poucas espécies do gênero Sinningia foram estudadas quimicamente e, em nenhum dos 
casos, existem relatos de estudos relacionados à microbiota associada a estes táxons vegetais. 
Assim, S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa apresentam-se como matrizes biológicas 
promissoras a ser estudadas, sendo S. speciosa a única espécie estudada em termos químicos 
e biológicos até o momento (Verdan et al., 2009) (figura 1.2). Espécies do gênero Sinningia 
apresentam menção de estudos referentes a descrições morfológicas e evolutivas da subtribo 
Ligeriinae (Perret et al., 2003; Perret et al., 2007; Weber, Clark e Moller, 2013). Foram 
estudados filogeneticamente as espécies dos gêneros que pertencem a subtribu Ligeriinae, 
que engloba juntamente com Sinningia os gêneros Paliavana e Vanhouttea (arbustos sem 
tubérculos), formando cinco clados, entre estes: Dircaea, Corytholoma, Sinningia, free calyx 
lobes Vanhouttea e Thamnoligeria (Perret et al., 2003). Deste modo, as espécies de Sinningia 
estudadas neste tranalho se encontram catalogadas na literatura em três clados diferentes, 
localizando-se S. magnifica no clado Dircaea, S. schiffneri no clado Thamnoligeria e S. 
speciosa no clado Sinningia, com distancias evolutivas entre estas e mostrando que o 
isolamento geográfico e os diferentes ambientes caraterísticos da mata atlântica do Brasil 
são as causas mais prováveis da especiação (Perret et al., 2003; Perret et al., 2007). 
Entretanto estas plantas não estão muito distantes evolutivamente uma das outras, 
apresentando características fisiológicas propias do gênero como tubérculos (exepto S. 
schiffneri) e brotações anuais, com floração entre dezembro e fevereiro, periodo mais 
chuvoso do sul e sudeste do Brasil (Perret et al., 2007).      
 
A planta S. magnifica (Otto & A. Dietr.) Wiehler é descrita como rupícola, com presença de 
tubérculo e produção de flores predominantemente laranjas. Esta planta é endêmica do 
Brasil, com distribuição geográfica na região sudeste, no cerrado e mata Atlântica, nos 
estados do Espírito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e São Paulo (Wanderley et al., 2003; 
Flora do Brasil 2020 em construção, 2020). A planta S. schiffneri Fritsch, é uma angiosperma 
com tubérculo inconspícuo, terrestre e com produção de flores brancas. S. schiffneri é 
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endêmica do Brasil e está distribuída geograficamente na região sudeste, mais 
especificamente na mata atlântica nos estados Rio de Janeiro e São Paulo (Wanderley et al., 
2003; Flora do Brasil 2020 em construção, 2020). Já a espécie S. speciosa (Lodd.) Hiern. é 
uma planta perene, tuberosa, terrestre e com produção de flores de diferentes cores. Trata-se 
de uma espécie que originalmente é endêmica do Brasil, com distribuição geográfica na 
região sudeste, especificamente na mata atlântica nos estados Espírito Santo, Minas Gerais 
e Rio de Janeiro. A variedade mais comum de S. speciosa, “grupo Fyfiana” é amplamente 
cultivada no mundo todo como planta ornamental e apresenta importância econômica e 
comercial, sendo comercializada no Brasil com o nome de “gloxínia” (Verdan et al., 2009; 
Xu et al., 2009; Flora do Brasil 2020 em construção, 2020). 
 
 
Figura 1.2. Plantas in natura das três espécies de Sinningia. A. S. magnifica; B. S. schiffneri; 
C. S. speciosa. 
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Tabela 1.1 Substâncias isoladas das espécies de Sinningia. 
 
Massa 
molar 
Substância Estrutura molecular Espécie 
Parte da 
planta 
Referência 
138.16 Tirosol 
1
6
2
5
3
4
OH
7
8
OH
 
C8H10O2 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2015 
152.14 Metilparabeno 
1
2
6
3
5
4
7
O
OCH3
OH
 
C8H8O3 
S. hatschbachii 
Chautems 
S. canescens 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Amorim et 
al., 2017; 
Verdan et 
al., 2017 
154.16 Halleridona 2
6
3
5
4
O
8
7
OH
O
 
C8H10O3 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler; 
S. warmingii 
(Hiern.) 
Chautems; 
S. canescens 
(Mart.) Wiehler 
S. allagophylla 
(Mart.) Wiehler 
S. leucotricha 
(Hoehne) H. E. 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2014; 
2015; 
2017; 
Souza et 
al., 2015; 
Scharf et 
al., 2016 
Winiewski 
et al., 2017 
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156.18 Cleroindicina C 4
5
3
6
2
1
7
8
O
OH
H
O
 
C8H12O3 
S. leucotricha 
(Hoehne) H. E. 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2017 
158.19 Cleroindicina B 2
6
3
4
8
7
5
OH O
OH  
C8H14O3 
S. speciosa 
(Lodd.) Hiern; 
S. warmingii 
(Hiern.) 
Chautems; 
S. leucotricha 
(Hoehne) H. E. 
Partes 
aéreas; 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2009; 
2017; 
Winiewski 
et al., 2017 
160.21 Isorengiol 
2
6
3
4
8
7
5
OH
OH
OH
H
 
C8H16O3 
S. speciosa 
(Lodd.) Hiern 
Partes 
aéreas 
Verdan et 
al., 2009 
166.17 
4-hidroxi-
fenilacetato de 
metila 
2´
3´
1´
6´
5´
O
1
2
OCH3
OH
 
C9H10O3 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Partes 
aéreas 
Silva et al., 
2019 
166.17 Etilparabeno 
1
2
6
3
5
4
7
O
OEt
OH
 
C9H10O3 
S. canescens 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2017 
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182.17 Jacaranona 
2
3
1
4
6
5
O
OH
8
O
7
OCH3
 
C9H10O4 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Partes 
aéreas 
Silva et al., 
2019 
208.21 Glucosido de etila 
1
2
O
3
5
4
OH
6 OEt
OH
OH OH
 
C8H16O6 
S. leucotricha 
(Hoehne) H. E. 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2017 
220.35 
11-epi-
subergorgiol 
6
7
5
8
1
4
3
9
11
14
OH
CH3
H
CH3 CH3  
C15H24O 
S. leucotricha 
(Hoehne) H. E. 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2017 
222.24 
Tectoquinona ou 
2-metil-
antraquinona 
8
5
7
6
9
10
2
3
1
4
O
O
CH3
 
C15H10O2 
S. allagophylla 
(Mart.) Wiehler; 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler; S. 
warmingii 
(Hiern.) 
Chautems; S. 
canescens 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Riva et al., 
2012; 
Verdan et 
al., 2010; 
2014; 
2015; 
Winiewski 
et al., 2017 
34 
 
 
 
222.37 Cedrol 
10
9
6
7
8
1
5
CH3 CH3
4
3
2
H
OH
CH3
CH3
 
C15H26O 
S. canescens 
(Mart.) 
Wiehler; S. 
allagophylla 
(Mart.) 
Wiehler; 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2014; 
2017; 
Scharf et 
al., 2016 
222.37 
Presilphiperfolan-
9-ol 
3
2
4
1 8
5
6
7
9
10
11
CH3
H H
CH3
H
CH3
OH
CH3
 
C15H26O 
S. leucotricha 
(Hoehne) 
Moore 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2015b 
226.23 
6- metoxi-7,8-
benzocumarina 
9
8
10
7
11
12
5
6
2
3
O
4
O
H3CO
 
C14H10O3 
S. allagophylla 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Scharf et 
al., 2016 
35 
 
 
 
232.23 
1-hidroxi-4-
metoxi-2-naftoato 
de metilo 
O
H3CO 1
OH
2
43 6
7
5
8
OCH3
 
C13H12O4 
S. hatschbachii 
Chautems 
Tubérculo 
Amorim et 
al., 2017 
234.33 
Ácido 
leucotrichoico 
3
2
4
1 8
5
6
7
9
10
11
CH3
H CH3 O
OH
H
CH3
 
C15H22O2 
S. leucotricha 
(Hoehne) 
Moore 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2013. 
238.24 
1-hidroxi-
tectoquinona 
8
5
7
6
9
2
3
1
4
O
O
OH
CH3
 
C15H10O3 
 
S. warmingii 
(Hiern.) 
Chautems; S. 
aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2014; 
Verdan et 
al., 2015 
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238.24 
6- hidroxi- 
tectoquinona 
8
5
7
6
9
2
3
1
4
O
O
OH
CH3
 
C15H10O3 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2015 
238.24 
7-hidroxi-
tectoquinona 
8
5
7
6
9
2
3
1
4
O
O
CH3OH
 
C15H10O3 
S. warmingii 
(Hiern.) 
Chautems; S. 
aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler; S. 
allagophylla 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2010; 
2014; 2015 
Souza et 
al., 2015; 
Scharf et 
al., 2016 
240.30 Lapachenol 
10
7
9
8 5
6
3
4
2O
OCH3
CH3CH3
 
C16H16O2 
S. allagophylla 
(Mart.) Wiehler 
S. warmingii 
(Hiern.) 
Chautems 
Tubérculo 
Riva et al., 
2012 
Verdan et 
al., 2014 
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242.27 Dunniol 
9 2
3
1
4
OH
O
CH3O
CH2
CH3
8
7
5
6
 
C15H14O3 
S. allagophylla 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Riva et al., 
2012; 
246.26 
1,4-dimetoxi-2-
naftoato de metila 
O
H3CO 1
OCH3
2
43 6
7
5
8
OCH3
 
C14H14O4 
S. hatschbachii 
Chautems 
Tubérculo 
Amorim et 
al., 2017 
252.26 
7-metoxi-
tectoquinona 
8
5
7
6
9
2
3
1
4
CH3
O
O
H3CO
 
C16H12O3 
S. speciosa 
(Lodd.) Hiern; 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler; S. 
warmingii 
(Hiern.) 
Chautems 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2009; 
2010; 2014 
Souza et 
al., 2015 
254.24 
1,6- dihidroxi- 
tectoquinona 
8
5
7
6
9
2
3
1
4
CH3
OHO
O
OH
 
C15H10O4 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2015 
38 
 
 
 
254.28 Aggregatina B 
11
8
10
9 6
7
32
O
5
4
OCH3
CH3
O
 
C16H14O3 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2010 
256.25 
7- hidroxi-
deidrodunniona 
9
8
5
7
6
3
1
4
O
CH3
CH3
CH2
O
O
OH
 
C15H12O4 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Tubérculo 
Soares et 
al., 2017 
256.25 
8- hidroxi-
deidrodunniona 
9
3
4
O
CH3
CH3
CH2
8
5
7
6
1
O
O
OH
 
C15H12O4 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Tubérculo 
Soares et 
al., 2017; 
Silva et al., 
2019 
39 
 
 
 
256.30 
(2S) -12-hidroxi-
lapachenol 
10
7
9
8 5
6
3
4
2O
CH3
OCH3
OH
 
C16H16O3 
S. allagophylla 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Scharf et 
al., 2016 
 
258.27 
7-hidroxi-
dunniona 
9
8
5
7
6
3
1
4
O
CH3
CH3
CH3
O
O
OH
 
C15H14O4 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Tubérculo 
Silva et al., 
2019 
258.27 
7-hidroxi-α-
dunniona 
9
8
5
7
6
2
3
1
4
O
O
OH
O
CH3
CH3
CH3
 
C15H14O4 
S. leucotricha 
(Hoehne) 
Moore 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
S. hatschbachii 
Chautems 
S. canescens 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2014; 
2015 
Soares et 
al., 2017 
Amorim et 
al., 2017 
40 
 
 
 
258.27 
8-hidroxi-
dunniona 
9
8
5
7
6
3
1
4
O
CH3
CH3
CH3
O
OOH
 
C15H14O4 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog; S. 
allagophylla 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Scharf et 
al., 2016; 
Soares et 
al., 2017 
258.27 Aggregatina E 
11
8
10
9 67
3
2
O
5
4
CH3
OH
O
OH
 
C15H14O4 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler 
S. warmingii 
(Hiern.) 
Chautems; S. 
allagophylla 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2015; 
Scharf et 
al., 2016 
Winiewski 
et al., 2017 
268.26 Rubiawallin B 
8
5
7
6
9
2
3
1
4
CH3
OHO
H3CO
O  
C16H12O4 
S. speciosa 
(Lodd.) Hiern 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2009 
41 
 
 
 
268.26 
6-metoxi-7-
hidroxi-2-
metilantraquinona 
2
3
4
CH3
5
6 OCH3
7
8
9
10
1
O
O
OH
 
C16H12O4 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2015 
270.32 
8-Metoxi-
lapachenol 
10
7
9
8
5
6
3
4
2O
OCH3
H3CO
CH3CH3
 
C17H18O3 
S. allagophylla 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Riva et al., 
2012; 
Barbosa et 
al., 2013 
272.30 Aggregatina A 
11
8
10
9
6
7
32
O
5
4
CH3
O
OCH3
OH
 
C16H16O4 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2010 
Souza et 
al., 2015 
42 
 
 
 
274.27 Aggregatina F 
11
8
10
9 67
3
2
O
5
4
CH3
OH
O
OH
OH  
C15H14O5 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler 
S. warmingii 
(Hiern.) 
Chautems 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2015 
Winiewski 
et al., 2017 
284.26 Sinningial A 
9
10
8
5
7
6
O
1
2
3
1´
6´
2´
5´
3´
4´
4
O
H
OH
H3CO
OH
 
C16H12O5 
S. canescens 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2017 
284.31 Aggregatina C 
11
8
10
9 6
7
3
2
O
5
4
CH3
O
OCH3
H3CO
 
C17H16O4 
S. warmingii 
(Hiern.) 
Chautems; 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2010; 
2014 
Souza et 
al., 2015 
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288.30 
7-hidroxi-6-
metoxi-dunniona 
7
6
OH
H3CO
9
3
4
O
8
5
CH3
CH3
CH3
1
O
O
 
C16H16O5 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Tubérculo 
Silva et al., 
2019 
288.30 
7-hidroxi-6-
metoxi-α-
dunniona 
7
6
OH
H3CO
9 2
3
1
4
O
O
O
CH3
CH3
CH3
8
5
 
C16H16O5 
S. leucotricha 
(Hoehne) 
Moore; 
S. hatschbachii 
Chautems; 
S. canescens 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2014; 
2015 
Amorim et 
al., 2017 
288.30 
8-hidroxi-7-
metoxi-α-
dunniona 
7
6
H3CO 9 2
3
1
4
O
O
O
CH3
CH3
CH3
8
5
OH
 
C16H16O5 
S. canescens 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2017 
44 
 
 
 
298.29 Sinningial B 
9
10
8
5
7
6
O
1
2
3
1´
6´
2´
5´
3´
4´
4
OOH
H3CO
OCH3
H  
C17H14O5 
S. leucotricha 
(Hoehne) H. E. 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2017 
302.32 
6,7-dimetoxi-
dunniona 
7
6
H3CO
H3CO
9
3
4
O
8
5
CH3
CH3
CH3
1
O
O
 
C17H18O5 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Tubérculo 
Silva et al., 
2019 
302.32 
7,8-dimetoxi-
dunniona 
9
8
5
7
6
OCH3
H3CO
3
4
O
CH3
CH3
CH3
1
O
O
 
C17H18O5 
S. leucotricha 
(Hoehne) 
Moore 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2015 
45 
 
 
 
302.32 
(3R) -3,4-dihidro-
3-hidroxi-4-oxo-8-
metoxi-lapachenol 
5
6
3
4
2O
O
OH
CH3CH3
10
9
7
8
OCH3
H3CO
 
C17H18O5 
S. allagophylla 
(Mart.) Wiehler 
Tubérculo 
Scharf et 
al., 2016 
 
302.32 
4',2- dihidroxi-4,6-
dimetoxi-dihidro-
chalcona 
4
OCH3
2
1
6
OH
2´
1´
4´
3´
5´
6´
OH
O OCH3
3
5
 
C17H18O5 
S. hatschbachii 
Chautems 
Tubérculo 
Amorim et 
al., 2017 
304.34 
6- hidroxi-7-
metoxi-2-O-metil-
dunniol 
7
6
H3CO
OH
9
10
2
3
1
4
OCH3
11
O
O
8
5
CH2
12
CH3 CH3  
C17H20O5 
 
S. hatschbachii 
Chautems 
Tubérculo 
Amorim et 
al., 2017 
46 
 
 
 
316.30 Cornosídeo 
O
8
7
4
5
3OH
O
OH
OH
OH
2
1
6
O
OH
 
C14H20O8 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler; 
S. warmingii 
(Hiern.) 
Chautems; S. 
leucotricha 
(Hoehne) 
Moore 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2015; 
2017 
Winiewski 
et al., 2017 
316.35 Loureirin B 
2´
1´
3´
6´
4´
5´
6
1
H3CO 4
3
5
2
O
OH OCH3
OCH3  
C18H20O5 
S. hatschbachii 
Chautems; S. 
reitzii (Hoehne) 
L. E. Skog 
Tubérculo; 
Partes 
aéreas 
Amorim et 
al., 2017; 
Silva et al., 
2019 
318.32 
6,8-dihidroxi-7-
metoxi-2- 
O-metil-dunniol 
7
6
H3CO
OH
9 2
3
1
4
O
O
OCH38
5
CH3
CH2
12
CH3
OH
 
C17H18O6 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Tubérculo; 
Partes 
aéreas 
Soares et 
al., 2017; 
Silva et al., 
2019 
318.32 
5- hidroxi-6,7-
dimetoxi-dunniol 
7
6
H3CO
H3CO
9 2
3
1
4
12
OH
O
O
CH2
CH3CH3
8
5
OH  
C17H18O6 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Tubérculo; 
Partes 
aéreas 
Soares et 
al., 2017; 
Silva et al., 
2019 
47 
 
 
 
318.32 
5-hidroxi-6,7-
dimetoxi-dunniona 
9
8
5
7
6 3
4
O
H3CO
H3CO
OH
CH3
CH3
CH3
2
1
O
O
 
C17H18O6 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Tubérculo 
Silva et al., 
2019 
318.32 
5- hidroxi-6,7-
dimetoxi-α-
dunniona 
9
8
5
7
6
H3CO
H3CO
OH
2
3
O
11
CH3
CH3
CH3
1
4
O
O  
C17H18O6 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Tubérculo 
Soares et 
al., 2017; 
Silva et al., 
2019 
318.32 
8-hidroxi-7-
metoxi-2-O-metil-
streptocarpona 
9
8
5
7
6
OH
H3CO 2
3
11
OCH3
CH3
CH3
O CH3
1
4
O
O
 
C17H18O6 
S. reitzii 
(Hoehne) L. E. 
Skog 
Tubérculo 
Soares et 
al., 2017 
48 
 
 
 
326.39 Aggregatina D 
11
8
10
9 6
7
3
2
O
5
4
O
CH3
OH
OH
CH3
CH3  
C20H22O4 
S. aggregata 
(Ker-Gawl.) 
Wiehler; 
S. warmingii 
(Hiern.) 
Chautems 
Tubérculo 
Verdan et 
al. 2010; 
2014; 
2015; 
Souza et 
al., 2015 
330.37 
2,4,4',6-
tetrametoxi-
dihidro-chalcona 
2´
1´
3´
6´
4´
5´


2
1
4
3
5
6
O
OCH3H3CO
H3CO
OCH3
 
C19H22O5 
S. hatschbachii 
Chautems 
Tubérculo 
Amorim et 
al., 2017 
412.69 Estigmasterol 
10
5
1
4
2
3
8
7
9
6
13
14
12
11
17
16
15
CH3
CH3
CH3
OH
CH3
CH3
H
CH3
H
H
H
 
C29H48O 
S. speciosa 
(Lodd.) Hiern 
Partes 
aéreas 
Verdan et 
al., 2009 
49 
 
 
 
414.71 Sitosterol 
10
5
1
4
2
3
8
7
6
14
12
11
CH3
H
CH3
OH
H
H
16
15
CH3
CH3
CH3
CH3
H
 
C29H50O 
S. speciosa 
(Lodd.) Hiern 
Partes 
aéreas 
Verdan et 
al., 2009 
417.38 
Apigeninidin 5-O- 
glicosídeo 
6
10
7
9
8
O
+
2
3
4
1´
2´
6´
3´
5´
4´
OH
OH
OO
OH
OH
OH
OH
 
C21H21O9 
S. cardinalis 
(Lehm.) H.E. 
Moore 
Pétalas 
Winefield 
et al., 2005 
50 
 
 
 
433.38 
Luteolinidina 5-O-
glicosídeo O
5
O
6
9
10
8
7
2
3
O
+
4
6´
1´
4´
5´
3´
2´
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
 
C21H21O10 
S. cardinalis 
(Lehm.) H.E. 
Moore 
Pétalas 
Winefield 
et al., 2005 
446.36 
Apigenin 7-O- 
glucuronide 
10
9
5
8
6 3
2
4
O 1´
6´
2´
5´
3´
4´
OH
OOH
OO
OH
OH
OH
OH
O
 
C21H18O11 
S. cardinalis 
(Lehm.) H.E. 
Moore 
Pétalas 
Winefield 
et al., 2005 
448.38 
Luteolina 7-O-
glicosídeo 
O
OH
OH
7
6
O
OH
9
10
8
5
2
3
O
4
1´
6´
2´
5´
3´
4´
OOH
OH
OH
OH  
C21H20O11 
S. cardinalis 
(Lehm.) H.E. 
Moore 
Pétalas 
Winefield 
et al., 2005 
51 
 
 
 
456.70 Ácido betulínico 
10
5
1
4
2
3
8
7
9
6
13
14
12
11
17
16
18
15
22
21
19
OH
O
CH3
CH3
OH
H
H
HCH3
H
CH3 CH3
CH3
CH2
 
C30H48O3 
S. leucotricha 
(Hoehne) 
Moore 
Tubérculo 
Verdan et 
al., 2015 
462.36 
Luteolina 7-O-
glucuronide 
 
O 7
6
O
OH
9
10
8
5
2
3
O
4
1´
2´
6´
3´
5´
4´
O
OH
OH
OH
OH
OH
OOH  
C21H18O12 
S. cardinalis 
(Lehm.) H.E. 
Moore 
Pétalas 
Winefield 
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CAPITULO 2 
 
2. Estabelecimento de culturas das plantas in vitro e análise fitoquímica dos extratos 
das folhas de Sinningia magnifica, Sinniniga schiffneri e Sinningia speciosa 
 
2.1.Resumo 
 
Sinningia é um gênero de plantas pertencente à família Gesneriaceae com alta ocorrência 
no Brasil. Estas plantas possuem diversidade de substâncias químicas descritas com 
ocorrência em suas partes subterrâneas e aéreas. Esta última parte é a menos estudada, 
mas a subterrânea conta com substâncias isoladas de diversas classes metabólicas, 
incluindo as quinonas, terpenos esteróides e flavonóides. Este estudo buscou estabelecer 
procedimentos para o cultivo in vitro de Sinningia magnifica, Sinningia schiffneri e 
Sinningia speciosa e avaliar o perfil químico por UHPLC-ESI-MS do extrato metanólico 
das folhas das plantas in natura e plantas obtidas in vitro. A metodologia utilizada 
consistiu em obter plantas in vitro a partir de sementes das plantas in natura, empregando 
o meio de cultura MS e manter as plantas in vitro em condições ideais para o 
desenvolvimento das plântulas. As folhas das plantas in natura e plantas in vitro foram 
usadas para obter extratos metanólicos pelo uso de métodos tradicionais de extração. Os 
extratos foram analisados por UHPLC-ESI-MS/MS de alta resolução e uso de 
substâncias-padrão previamente isoladas de espécies de Sinningia, detectando nos 
extratos algumas substãncias como halleridona, 8-hidroxi-dunniona, 6-metoxi-7-hidroxi-
2-metilantraquinona e calceolariosideo B, além de comparar o perfil químico das plantas 
in natura e obtidas in vitro. Em conclusão os extratos metanólicos das folhas das plantas 
in natura e plantas in vitro das espécies de Sinningia estudas apresentam similaridade 
química e grande potencial de acumular substâncias bioativas.  
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2.2.Introdução 
 
A família Gesneriaceae Rich. & Juss. ex DC., está distribuida a nível mundial em 
diferentes ambientes, sendo que no Brasil ocorrem aproximadamente 28 gêneros e 224 
espécies (Flora do Brasil 2020 em construção, 2020). Esta família possuí diferentes tipos 
de formas de vida como, arbusto, subarbusto, erva ou liana e frequentemente se 
encontram em diversos substratos como epífita, hemiepífita, rupícola e/ou terrícola 
(Chautems, Araujo e Maia, 2018; Flora do Brasil, 2020).  Entre os gêneros de maior 
incidência no Brasil está o gênero Sinningia que conta com 76 espécies descritas até o 
momento. A distribuição geográfica deste gênero vai desde o México até o norte de 
Argentina, mas a zona com maior incidência está na mata atlântica do Brasil (Perret, 
Chautems e Spichiger, 2006; Chautems et al., 2019; Flora do Brasil 2020 em construção, 
2020). Sinningia possui diferentes formas de crescimento, desde pequenas herbáceas até 
subarbustos, e na maioria das espécies se formam tubérculos perenes com produção anual 
das partes aéreas (Chautems et al., 2019).  Quimicamente este gênero nas últimas décadas 
tem sido mais estudado, principalmente as espécies: S. aggregata (Ker-Gawl.) Wiehler, 
S. allagophylla (Mart.) Wiehler, S. canescens (Mart.) Wiehler, S. cardinalis (Lehm.) H.E. 
Moore, S. hatschbachii Chautems, S. leucotricha (Hoehne) Moore, S. reitzii (Hoehne) L. 
E. Skog., S. speciosa (Lodd.) Hiern e S. warmingii (Hiern.) Chautems, sendo descritas 
substâncias como: naftaquinonas, antraquinonas, etilciclohexanos, terpenoides, 
esteroides, flavonoides, dentre outros (Winefield et al., 2005; Verdan et al., 2009; 2010; 
2013; 2014; 2015; 2015; 2017; Riva et al., 2012; Barbosa et al., 2013; Souza et al., 2015; 
Scharf et al., 2016; Amorim et al., 2017; Soares et al., 2017; Winiewski et al., 2017; Silva 
et al., 2019).  
 
2.3.Objetivo 
 
Este estudo teve como objetivo estabelecer as culturas de plantas in vitro e determinar o 
perfil fitoquímico comparativo dos extratos metanólicos das folhas de S. magnifica (Otto 
& A. Dietr.) Wiehler, S. schiffneri Fritsch e S. speciosa (Lodd.) Hiern, das plantas in 
natura e plantas obtidas in vitro. 
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2.4.Material e métodos   
2.4.1. Material vegetal 
 
As plantas de Sinningia magnifica (Otto & A. Dietr.) Wiehler foram coletadas em Ouro 
Fino-MG, em setembro de 2015, no Morro da Ventania, nas coordenadas 22° 15’ 49,7” 
S; 46° 22’ 40,3” O. Os exemplares de Sinningia schiffneri Fritsch, foram coletadas na 
Serra da Bocaina, entre Cunha-SP e Paraty-RJ, Brasil, em julho de 2015, nas coordenadas 
23° 12’ 25,9” S; 44° 49’ 39,1” O; e as plantas de Sinnigia speciosa (Lodd.) Hiern, “grupo 
Fyfiana” ou “gloxínia” que é a variedade ornamental desta espécie vegetal foram obtidas 
na cidade de Holambra-SP, Brasil, nas coordenadas 22° 37’ 44” S; 47° 04’ 14,1” O. Todos 
os exemplares de plantas das espécies de Sinningia usadas neste estudo foram mantidas 
em estufa agrícola (viveiro) do Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de 
Biologia da Universidade Estadual de Campinas (DBV-IB-UNICAMP) pelo grupo de 
pesquisa do Prof. Dr. Marcos José Salvador (ver figura 1.2 do capitulo 1). A identificação 
botânica foi efetuada e confirmada pelo especialista da familia Gesneriaceae Prof. Dr. 
Alain Chautems (Conservatoire et Jardin Botaniques de la Ville de Genève, Chemin de 
l'Impératrice 1, CH-1292, Chambésy, Genebra, Suíça) e uma exsicata do vegetal 
encontra-se depositada no herbário do IB-UNICAMP. 
 
2.4.2. Obtenção das plantas in vitro  
 
Exemplares cultivados em casa de vegetação das plantas S. magnifica, S. schiffneri e S. 
speciosa) foram submetidos a estimulação artificial para a produção do fruto com 
polinização manual (Roelofs, 1979). Após a produção dos frutos, estes foram limpos e 
desinfetados superficialmente com solução de hipoclorito a 1% para a extração das 
sementes. Em seguida à desinfeção das sementes, estas foram usadas para o crescimento 
das plantas in vitro no meio de cultura de MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado 
com carvão ativado (0,5% g/L) como estabilizante antioxidante, o pH ajustado a 6,0 ± 0,1 
com solução de NaOH 1M, e Phytagel a 0,3 % para obter o meio de cultura semi-sólido. 
As plantas in vitro foram mantidas a 25±2°C (figura 2.1.). Todo o processo de obtenção 
das plantas in vitro foi feito em separado por espécie de Sinningia. 
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Figura 2.1. Plantas in vitro das espécies de Sinningia. A. plantas in vitro; B. Folhas das 
plantas in vitro. Escala bar 1 cm.    
 
2.4.3. Obtenção dos extratos brutos  
 
Para obtenção dos extratos brutos foram seletas as folhas com características jovens e 
saudáveis de cinco diferentes plantas in natura de cada espécie vegetal e nas plantas in 
vitro foram escolhidas as folhas com aparência saudável. Estas folhas foram maceradas 
em metanol P.A com assistência mecânica de redução de partícula e submetidos a banho 
de ultra-som por 30 minutos (na proporção biomassa vegetal:líquido extrator 1:20 m/v) 
em fresco. O macerado foi filtrado, separando os restos folhares do solvente, fornecendo 
os extratos metanolicos brutos, após a eliminação do liquido extrator por rotaevaporação, 
sendo os extratos armazenados para posterior análises.  
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2.4.4. Análises dos extratos por UHPLC-ESI-MS 
 
Para a análise cromatográfica em escala analítica das amostras por UHPLC-MS foi 
utilizado um cromatógrafo líquido Acquity HClass da Waters acoplado com um 
espectrômetro de massas UHR-ESI-QqTOF Impact II da Bruker, usando uma coluna C18 
BEH Waters Acquity (2,1mm x 50mm x 1,7µm tamanho de partícula). O método 
utilizado foi: solvente A (água Milli Q + ácido fórmico 0,1%) e solvente B (metanol tipo 
HPLC), a vazão foi de 0,2 mL/min, com um tempo final de corrida de 12 minutos 
começando o gradiente de eleição com 5% de metanol até 100% no minuto 9,0 mantendo 
a concentração do solvente até o minuto 10,0 e finalmente a partir de 10,1 min voltando 
a situação inicial e permanecendo até o minuto 12,0. Usou-se a detecção nos modos íon 
negativo e modo íon positivo nas seguintes condições: Voltagem do capilar 3,00 KV, 
Cone 30,00 V, Temperatura da fonte 130°C, Temperatura de dessolvatação 250°C. As 
massas analisadas estão na faixa entre 100 a 1500 m/z. Na identificação dos íons foi 
realizado uma dissociação induzida por colisão (CID) e os espectros MS/MS foram 
comparados com os padrões das substancias encontradas na literatura (Energia de colisão 
30 V).   Nas análises por UHPLC-ESI-MS/MS de alta resolução dos extratos metanólicos 
brutos das plantas in natura e plantas in vitro das três espécies de Sinningia estudadas foi 
realizada a busca dos constituintes químicos usando oito substâncias previamente isoladas 
de espécies de Sinningia e cedidas pela Profa. Dra. Maria Élida Alves Stefanello (UFPR) 
para serem empregadas como amostras-padrão: halleridona, 1-hidroxi-tectoquinona, 
dunniol, 8-hidroxi-dunniona, 6-metoxi-7-hidroxi-2-metilantraquinona, 7-hidroxi-6-
metoxi-α-dunniona, ácido betulínico, calceolariosideo B. Além disso, para ampliar a 
busca dos constituintes e em uma abordagem de desreplicação, foi realizada a procura de 
substâncias já reportadas para espécies de Sinningia (Tabela 1.1), a partir de suas massas 
moleculares.  
 
2.5.Resultados  
 
Para as três espécies estudadas S. magnifica, S. schiccineri e S. speciosa foram preparados 
extratos metanólicos a partir das folhas das plantas in natura com os seguintes 
rendimentos médios de extrato em termos de massa: S. magnifica de 5,37%, S. schiffneri 
de 18,56% e S. speciosa de 4,12%. Da mesma maneira foi possível a obtenção de plantas 
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in vitro a partir das sementes. As plantas in vitro mostraram-se saudáveis, com folhas, 
caule e raiz (formação de batata em estágio variável) (ver figura 2.2.). Destas plantas in 
vitro foram selecionadas as folhas para a obtenção dos extratos metanólicos, com 
rendimentos médios de extrato em termos de massa de 3,48% para S. magnifica, de 9,98% 
para S. schiffneri e de 3,21% para S. speciosa (Tabela suplementar 2.1.).  
 
Os extratos brutos obtidos foram analisados por cromatografia líquida acoplada a 
espectrômetro de massas de alta resolução (UHPLC-ESI-MS/MS), em modo íon positivo, 
com o propósito de se comparar o perfil químico destes extratos de plantas in natura e de 
plantas obtidas in vitro, em uma abordagem de desreplicação. Para isto, foram 
empregadas oito substâncias padrão previamente isoladas de outras espécies de Sinningia 
(Tabela 2.1.). Dentre as substâncias detectadas nos extratos estavam: halleridona nas 
plantas in vitro de S. magnifica e S. schiffneri; 8-hidroxi-dunniona na planta in natura de 
S. schiffneri;  6-metoxi-7-hidroxi-2-metilantraquinona na planta in natura e na planta 
obtida in vitro de S. speciosa, e calceolariosideo B que foi detectado em todos os extratos 
analisados (Figura 2.3). No entanto, pela carência de substancias-padrão, pelo 
levantamento em literatura de substâncias já reportadas para espécies do gênero Sinningia 
e a necessidade de conhecer um pouco a mais a diversidade de constituintes metabólicos 
presentes nos extratos destas plantas foi realizada a procura das massas de substâncias já 
reportadas em literatura para espécies do gênero Sinningia (Taberla 1.1), denominando-
as como substâncias a-z e comparando sua ocorrência nos extratos estudados das três 
espécies de Sinningia estudadas, plantas in natura e obtidas in vitro (Tabela 2.1, Figura 
2.3). 
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Tabela 2.1. Constituintes químicos detectados em análise por UHPLC-ESI-MS/MS nos 
extratos metanolicos brutos das plantas in natura e plantas in vitro das espécies de 
Sinningia magnifica (SM), Sinningia schiffneri (SS) e Sinningia speciosa (SSP). 
 ♠Tempo de retenção experimental em min para a respectiva m/z.; *: analises realizadas 
com o emprego de amostras-padrão para estas substâncias; (+): substância detectada;    (-
-): substância não detectada. na: não se aplica.  
Substância 
Massa 
atômica 
calculada 
(uma) 
[M+H]+ 
(m/z) 
♠T.R. 
(min) 
Extrato metanólico 
Planta in 
natura 
Planta in vitro 
SM SS SSP SM SS SSP 
Halleridona* 154,0629 155,1179 0,4 -- -- -- + + -- 
1-hidroxi 
tectoquinona* 
238,0629 239,0702 8,7 -- -- -- -- -- -- 
Dunniol* 242,2698 243,1014 6,8 -- -- -- -- -- -- 
8-hidroxi-
dunniona* 
258,2692 259,0959 7,1 -- + -- -- -- -- 
6-metoxi-7-
hidroxi-2-
metilantraquinona 
* 
268,0735 269,0781 7,4 -- -- + -- -- + 
7-hidroxi-6-
metoxi- 
dunniona* 
288,2952 289,1065 6,8 -- -- -- -- -- -- 
Ácido betulinico* 456,3603 457,3505 10,0 -- -- -- -- -- -- 
Calceolariosideo 
B* 
478,1475 479,1548 4,7 + + + + + + 
Substância a na 159,0650 4,0 + + -- + + -- 
Substância b na 161,0599 2,9 + -- -- -- -- -- 
Substância c na 223,0946 8,5 -- -- -- + -- -- 
Substância d na 235,0607 3,9 -- -- + -- -- -- 
Substância e na 241,0681 4,0 + + + -- + + 
Substância f na 253,2148 9,4 + -- -- -- -- + 
Substância g na 269,0818 7,5 -- -- + -- -- + 
Substância h na 271,0613 6,6 -- -- -- -- -- + 
Substância i na 290,2671 7,6 -- -- + + -- + 
Substância j na 299,1623 7,8 + + + -- -- + 
Substância k na 303,1419 3,6 -- -- + -- -- + 
Substância l na 304,3010 8,0 + + + + + + 
Substância m na 317,1160 8,4 + + + + + + 
Substância n na 331,2850 9,9 + + + + + + 
Substância o na 413,2671 10,3 + + + + + + 
Substância p na 415,2094 7,6 -- -- -- + -- -- 
Substância r na 449,3800 4,9 + -- -- + -- -- 
Substância s na 461,1798 5,9 + + + + + + 
Substância t na 475,2313 8,4 + + + + + + 
Substância u na 479,1553 4,6 + + + + + + 
Substância v na 555,3883 10,3 + + + + + + 
Substância z na 625,2143 4,9 + + + + -- + 
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Figura 2.2. Comparação dos perfis cromatográficos dos extratos metanolicos brutos das folhas da planta SM, planta SS, planta SSP, planta in vitro 
SM, planta in vitro SS, planta in vitro SSP, mistura de substâncias padrão e branco (metanol). A.  Halleridona, B. Calceolariosideo B, C.  8-hidroxi-
dunniona, D.  6-metoxi-7-hidroxi-2-metilantraquinona. 
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Planta in natura SSP.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Planta in vitro SSP.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
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2.6.Discussão  
 
Além de ser um dos organismos mais prevalentes na Terra, as plantas também são 
organismos importantes em termos de recursos metabólicos e podem biossintetizar 
moléculas de diferentes classes químicas, como ácidos fenólicos, alcalóides, terpenóides, 
cumarinas, flavonóides, quinonas, taninos, dentre outros (Gurjar et al. 2012; Agrawal et 
al., 2013; Compean e Ynalvez, 2014).  
 
Os metabólitos produzidos pelas plantas podem atuar na defesa contra organismos 
externos ou internos, possibilitando processos adaptativos e maior resistência a mudanças 
nas condições físico-químicas e frente a fatores edáficos, podendo também, por exemplo, 
melhorar a absorção ou secreção de nutrientes (Avalos-García e Pérez-Urria, 2009). A 
variação metabólica nas plantas também é influenciada em termos do local de síntese e 
do local de compartimentação nas células, tecidos e órgãos das plantas. Ainda podem 
apresentar diferenças em termos de constituintes químicos entre estruturas subterrâneas e 
partes aéreas, bem como ao se comparar planta in natura ou obtida in vitro. Essa 
diferenciação gera um complexo de comunicação e indução química na planta, que 
envolve desde a diferenciação celular até compartimentalização metabólica, modulando 
a expressão gênica dependendo das necessidades da planta (Turner, James e Poole, 2013).  
 
As partes aéreas das plantas geralmente têm um maior contato ambiental com a atmosfera, 
incluindo a radiação solar, essas condições impulsionam o metabolismo para a realização 
da fotossíntese, sendo a principal fonte de metabólitos primários das plantas, mas, ao 
mesmo tempo, as partes aéreas, na maioria das vezes, é onde ocorre a reprodução das 
plantas e requer proteção de outros organismos. A participação de metabólitos 
secundários para esses fins é extremamente necessária e determinante em algumas 
situações, seja na atração de polinizadores, na mediação de processos de multiplicação e 
diferenciação celulares, defesa ante agentes externos, entre outros (Koide, 2010; Sawai e 
Saito 2011). 
 
Aproveitando a diversidade metabólica das plantas, os pesquisadores extraem esses 
metabólitos para encontrar novos recursos terapêuticos e biotecnológicos que possam 
beneficiar e contribuir para o progresso da humanidade. Nesse sentido, neste estudo 
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buscou-se estabelecer procedimentos para a manutenção de plantas frescas em casa de 
vegetação e as condições para obtenção de plantas in vitro. Ele também procurou analisar 
comparativamente o perfil químico do extrato metanólico das folhas de S. magnifica, S. 
schiffneri e S. speciosa (plantas in natura e obtidas in vitro). Entre os componentes 
químicos mais comuns nas espécies de Sinningia estudadas segundo informações da 
literatura estão as quinonas, uma classe promissora de moléculas bioativas, com relatos 
de atividades biológicas como anticâncer, inseticidas, anti-inflamatória, antioxidante e 
antimicrobiana (López, Leyva e Cruz, 2011; Lu et al., 2013; Silva et al., 2019). Outro fato 
importante é que já  foram isoladas de Sinningia outras substâncias com atividades 
biológicas como anti-inflamatória, anticâncer, antinociceptiva, antimicrobiana, 
antioxidante e sedativa (Kagawa et al., 2003; Verdan et al., 2010; Yang et al., 2011; 
Barbosa et al., 2013; Souza et al., 2015; Seo et al., 2017; Silva et al., 2019; Silva, 2019). 
 
Os resultados do perfil químico do extrato metanólico das folhas das plantas in natura e 
in vitro das espécies S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa utilizando cromatografia 
líquida de alta eficiência tendo a espectrometria de massa de alta resolução como sistema 
de detecção (UHPLC-ESI-MS/MS), indicam a presença de naftaquinonas, antraquinonas, 
cicloexiletanóides, entre outras moléculas, mostrando similaridade no perfil metabólico 
quando comparada a mesma espécie da planta in natura e obtida in vitro. Isso mostra a 
capacidade da planta em biossintetizar este tipo de metabolito secundário também em 
condições de cultura in vitro. A presença nos extratos foi confirmada por comparação 
com amostras padrão previamente isoladas de espécies de Sinningia tais como 
halleridona, 8-hidroxi-dunniona, 6-metoxi-7-hidroxi-2-metilantraquinona e 
calceolariosídeo B. A halleridona foi detectada nos extratos de plantas in vitro de SM e 
SS, a 8-hidroxi-dunniona foi detectada em Planta SS in natura e a 6-metoxi-7-hidroxi-2-
metilantraquinona foi detectada na planta in natura e in vitro de SSP. O calceolariosídeo 
B foi encontrado nos extratos metanolicos das folhas das três espécies de Sinningia 
estudadas, plantas in natura e plantas in vitro. Essas substâncias já foram descritas na 
literatura para outras espécies vegetais de Sinningia in natura, sendo isoladas dos 
tubérculos das espécies de S. aggregata (Ker-Gawl.) Wiehler; S. allagophylla (Mart.), 
Wiehler, S. canescens (Mart.) (Yang et al., 2011; Verdan et al., 2014; 2015; 2015; 2015; 
Souza et al., 2015; Seo et al., 2017; Soares et al., 2017; Winiewski et al., 2017).   
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Para se analisar a diversidade metabólica dos extratos em metanol das folhas das espécies 
de Sinningia estudadas foram exploradas as m/z de moléculas já descritas na literatura 
para espécies do gênero Sinningia (Tabela 1.1) e as m/z detectadas em cada extrato 
analisado. Os resultados indicam um grande potencial metabólico in vivo e in vitro destas 
plantas estudadas. Além disso, a partir dos cromatogramas obtidos, foi possível observar 
picos que não correspondem a m/z de nenhuma das substâncias já reportadas em literatura 
para espécies de Sinningia, sugerindo que essas matrizes biológicas podem ser fontes 
promissoras de outras moléculas.  
 
2.7.Conclusão 
 
Foi possível se estabelecer condições para o cultivo in vitro de plantas das espécies S. 
magnifica, S. schiffneri, S. speciosa e os extratos brutos metanolicos das folhas das plantas 
in natura e plantas in vitro mostraram diversidade metabólica, sendo possível observar a 
capacidade das plantas, por exemplo, de biossintetizarem um mesmo metabolito in natura 
e in vitro, como é o caso, por exemplo para o glicosídeo fenólico calceolariosideo B, nas 
três espécies estudadas e a 6-metoxi-7-hidroxi-2-metilantraquinona em S. speciosa in 
natura e planta in vitro.   
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Soares A. S., Barbosa F. L., Rüdiger A. L., Hughes D. L., Salvador M. J., Zampronio A. 
R., Stefanello M. E. (2017). Naphthoquinones of Sinningia reitzii and anti-
inflammatory/antinociceptive activities of 8‑Hydroxydehydrodunnione. Journal 
Natural Products, 80: 1837−1843.  
77 
 
 
 
Souza G. V., Simas A. S., Bastos-Pereira A. L., Frois G. R. A., Ribas J. L. C., Verdan M. 
H., Kassuya C. A. L., Stefanello M. E., Zampronio A. R. (2015). Antinociceptive 
activity of the ethanolic extract, fractions, and aggregatin D isolated from 
Sinningia aggregata tubers. PLoS One, 10 (2): e0117501. 
Turner T. R., James E. K., Poole P. S. (2013). The plant microbiome. Genome Biology, 
14(6): 209. 
Verdan M. H., Cervi A. C., Campos F. R., Barison A., Stefanello M. E. (2009). 
Anthraquinones and ethylcyclohexane derivatives from Sinningia speciosa 
‘‘Fyfiana’’. Biochemical Systematics and Ecology, 37: 40-42. 
Verdan M. H., Ehrenfried C. A., Scharf D. R., Cervi A. C., Salvador M. J., Barison A., 
Stefanello M. A. (2014). Chemical constituents from Sinningia canescens and 
Sinningia warmingui (Gesnereaceae). Natural Product Communications, 9: 1535-
1537. 
Verdan M. H., Koolen H. H. F., Salvador M. J., Barison A., Stefanello M. E. A. (2015). 
A New Naphthoquinone from Sinningia leucotricha (Gesneriaceae). Natural 
Product Communications (Online), 10: 625-626. 
Verdan M. H., Scharf D. R., Barison A., Salvador M. S., Stefanello M. E. (2017). Further 
chemical constituents from Sinningia canescens and S. leucotricha 
(Gesneriaceae). Phytochemistry Letters, 22: 205-209.  
Verdan M. H., Souza L. M., Carvalho J. E., Costa D. B. V., Salvador M. J., Barison A., 
Stefanello M. É. A. (2015). Two new hydronaphthoquinones from Sinningia 
aggregata (Gesneriaceae) and cytotoxic activity of Aggregatin D. Chemistry & 
Biodiversity (Print), 12: 148-152. 
Verdan M. H., Barison A., Lemos E., Salvador M. J., Poliquesi C. B., Eberlin M. 
N., Stefanello M. E. A. (2010). Lactones and quinones from the tubers of 
Sinningia aggregata. Journal Natural Products, 73: 1434-1437. 
Verdan M. H., Salvador M. J., Unemoto L. K., Faria R. T., Sa E. L., Barison A., Stefanello 
M. É. A. (2013). Leucotrichoic acid, a novel sesquiterpene from Sinningia 
leucotricha (Gesneriaceae). Tetrahedron Letters, 54: 4735-4737. 
Wanderley M. G. L., Shepherd G. J., Melhem T. S., Giulietti A. M. (2003). Flora 
Fanerogâmica do Estado de São Paulo. Instituto de Botânica, São Paulo, 3: 1-
367.   
78 
 
 
 
Winefield C. S., Lewis D. H., Swinny E. E., Zhang H., Arathoon S. H., Fischerc T. C., 
Halbwirth H., Stich K., Gosch C., Forkmann G., Davies K. M. (2005). 
Investigation of the biosynthesis of 3-deoxyanthocyanins in Sinningia cardinalis. 
Physiologia Plantarum, 124: 419-430.  
Winiewski V., Verdan M. H., Ribeiro M. A., Hernandez-Tasco A. J., Salvador M. J., 
Stefanello M. E. (2017). Warmingiins A and B, two new dimeric naphthoquinone 
derivatives from Sinningia warmingii (Gesneriaceae). Journal of the Brazilian 
Chemical Society, 28 (4): 598-602. 
Xu Q., Hu Z., Li C., Wang X., Wang C. (2009). Tissue culture of Sinningia speciosa and 
analysis of the in vitro-generated tricussate whorled phyllotaxis (twp) variant. In 
Vitro Cellular & Developmental Biology – Plant, 45: 583.  
Yang J. H., Kondratyuk T. P., Jermihov K. C., Marler L. E., Qiu X., Choi Y., Cao H., Rui 
Yu, Sturdy M., Huang R., Liu Y., Wang L. Q., Mesecar A. D., van Breemen R. 
A., Pezzuto J. M., Fong H. H. S. , Chen Y. G., Zhang H. J. (2011). Bioactive 
compounds from the fern Lepisorus contortus. Journal of Natural Products, 74 (2): 
129–136. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
79 
 
 
 
2.9.Material suplementar 
 
Tabela suplementar 2.1. Rendimento dos extratos brutos metanolicos das plantas in 
natura e plantas in vitro das espécies de Sinningia: S. magnifica (SM), S. schiffneri (SS) 
e S. speciosa (SSP).    
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Amostra 
Biomassa (A) 
(gramas) 
Extrato bruto 
(B) (gramas) 
Rendimento 
(B/A) *100 (%) 
Planta in natura 
SM 
2.328 
1.925 
0.128 
0.104 
5.498 
5.372 1.541 0.073 4.764 
1.906 0.112 5.854 
Planta in vitro 
SM 
0.471 
0.257 
0.017 
0.009 
3.717 
3.477 0.165 0.006 3.333 
0.136 0.005 3.379 
Planta in natura 
SS 
1.740 
1.580 
0.338 
0.294 
19.424 
18.564 1.567 0.300 19.168 
1.433 0.245 17.099 
Planta in vitro 
SS 
2.778 
1.543 
0.282 
0.155 
10.133 
9.976 1.494 0.149 9.976 
0.356 0.035 9.818 
Planta in natura 
SSP 
1.538 
1.696 
0.074 
0.070 
4.830 
4.124 2.604 0.102 3.902 
0.948 0.035 3.640 
Planta in vitro 
SSP 
0.459 
0.748 
0.013 
0.025 
2.876 
3.208 0.702 0.022 3.174 
1.083 0.039 3.574 
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CAPITULO 3 
 
3. Análise da diversidade de comunidades endofíticas bacterianas e fúngicas 
presentes nas lâminas foliares de Sinningia magnifica, Sinningia schiffneri e 
Sinningia speciosa (Gesneriaceae) 
 
3.1.Resumo 
 
As bactérias e fungos endofíticos são microrganismos que são encontrados nos tecidos 
internos das plantas, mantendo um relacionamento de intercâmbio metabólico e sem 
manifestações negativas aparentes para a planta. Este estudo teve por objetivo analisar a 
diversidade das comunidades bacterianas e fúngicas endofíticas (cultiváveis e não 
cultiváveis) presentes nas lâminas foliares de Sinningia magnifica (Otto & A. Dietr.) 
Wiehler, Sinningia schiffneri Fritsch e Sinningia speciosa (Lodd.) Hiern.), grupo Fyfiana, 
durante três anos consecutivos (2016, 2017 e 2018), buscando avaliar a diversidade 
microbiana, o comportamento e a frequência de bactérias e fungos endofíticos presentes 
na lâmina foliar destas plantas. A amostragem foi realizada no período de floração das 
plantas (dezembro-janeiro) cultivadas em um ambiente fechado (casa de vegetação). A 
partir do material vegetal foi obtido o DNA total das amostras, sendo analisados pelo 
ensaio Illumina HiSeq, com sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S para as 
bactérias e a região do ITS para os fungos, seguido de análises de bioinformática, 
empregando o método “Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME2) software 
pipeline for analysis of marker gene-based microbiome sequencing data” para avaliação 
da diversidade microbiana de endofíticos associados a cada planta e em cada ano 
avaliado. Os resultados da diversidade taxonômica se mostraram em unidades 
taxonômicas operacionais (OTUs) com um total de 571132 em bactérias, envolvendo, 
principalmente, os filos Actinobactéria, Bactéroidetes, Firmicutes, e Proteobactéria e um 
total de 928219 OTUs p’ara fungos relacionados aos filos Ascomycota, Basidiomycota e 
Chytridiomycota. Os resultados das análises de alfa diversidade, pelos índices estatísticos 
de Shannon-Weaver, Pielou’s eveness e Faith’s PD, indicam grande diversidade 
filogenética e de espécies nas comunidades de bactérias e fungos endofíticos associados 
às lâminas foliares de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa. Alem disso, a análise de 
agrupamento pelo teste de Kruskal-Wallis da indícios de que as comunidades microbianas 
endofíticas são de caraterísticas únicas de cada uma das espécies de Sinnigia e de seu 
nicho ecológico. 
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3.2.Introdução 
 
Plantas da familia Gesneriaceae Rich. & Juss. ex DC. são uma interessante fonte de 
metabólitos secundários com diversidade em termos químicos e com relatos de extratos 
e de algumas moléculas bioativas (atividade antioxidante, antimicrobiana anti-
inflamatória, analgésica e antiproliferativa para linhagens de células tumorais). No 
entanto, poucas espécies de Sinningia Nees (Gesneriaceae) foram estudadas em termos 
químicos e não é conhecida a diversidade de microrganismos endofíticos a elas associada 
e o impacto de endófitos na biossíntese de substâncias bioativas (Wanderley et al., 2003; 
Verdan et al., 2009; 2010; 2012; 2013; 2014; 2015; 2015; 2017; Flora do Brasil 2020 em 
construção, 2020).  
 
As espécies de Sinningia tratatadas em este trabalho apresentam diferentes tipos de 
características, tais como, morfológicas, fitogeográficas e de sazonalidade, contendo 
provavelmente diversos tipos de interções biológicas beneficiando a prevalência em seu 
entorno. S. magnifica é uma planta que cresce sobre rochas (rupicula) apresentando como 
caraterística predominante a formação de tubérculo e com perda das partes aéreas durante 
alguns períodos do ano, sua fitogeografia encontra-se nos estados Brasileiros de Minas 
Gerais, Rio de Janeiro e São Paulo (Wanderley et al., 2003; Flora do Brasil 2020 em 
construção, 2020). A planta S. schiffneri a diferença da maioria de plantas do gênero 
Sinningia não apresenta tubérculo e não perde suas partes aéreas durantes o ano todo, sua 
fitogeografia localiza-se nos estados Brasileiros de Rio de Janeiro e São Paulo 
(Wanderley et al., 2003; Flora do Brasil 2020 em construção, 2020). A espécie S. speciosa 
a sido altamente manipulada para o melhoramento em seu uso na ornamentação, sendo 
esta distribuída mundialmente, apesar disso, ainda hoje têm-se exemplares na natureza 
sem a intervenção humana, localizando-se fitogeograficamente nos estados de Minas 
Gerais e Rio de Janeiro. Esta planta é caraterística por ser tuberosa e subterrânea, e 
frequentemente perde sua parte aérea durante alguns períodos do ano (Flora do Brasil 
2020 em construção, 2020).     
 
Estudos contemporâneos têm reportado resultados científicos mencionando a intrínseca 
influência de condições físico-químicas e biológicas do ambiente sobre o metabolismo 
vegetal e seu potencial metabólico. Assim, uma forma de se entender o metabolismo das 
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plantas seria estudar as comunidades microbianas em simbiose com o vegetal, buscando-
se investigar a interação planta-endófito (Ramakrishna e Ravishankar, 2011; Pavarini et 
al., 2012; Leite-Sampaio et al., 2016). As bactérias e fungos endofíticos são os 
microrganismos com maior incidência nas plantas, apresentando associações de caráter 
obrigatório ou temporário/sazonal, ou interagindo com o hospedeiro em simbiose de 
forma mutualista e/ou oportunista (Afzal et al., 2019). Estas interações podem contribuir 
para manter a homeostase, possibilitando, por exemplo, vantagens frente a estresses 
físico-químicos e biológicos, tanto interno como externo ao organismo vegetal. Assim, o 
estudo da diversidade dos microrganismos que estão associados às plantas, em especial 
as bactérias e fungos endofíticos, permitirá melhor compreender o comportamento e o 
potencial metabólico com vistas à busca de moléculas bioativas (Frey-Klett et al., 2011). 
 
3.3.Objetivo 
 
Este estudo teve por objetivo analisar a diversidade das comunidades endofíticas 
bacterianas e fúngicas presentes nas lâminas foliares de S. magnifica, S. schiffneri e S. 
speciosa, a partir de análise de DNA total, com o sequenciamento e o processamento dos 
dados por técnicas de bioinformática. 
 
3.4.Material e métodos   
 
Na determinação da diversidade endofitica bacteriana e fúngica nas lâminas foliares das 
espécies de Sinningia Ness. (S. schiffneri Fritsch, S. magnifica (Otto & A. Dietr.) Wiehler, 
e S. speciosa (Lodd.) Hiern.), foram realizados a partir do DNA total: o sequenciamento e 
o processamento dos dados por técnicas bioinformáticas.  
 
3.4.1. Seleção do material vegetal 
 
As coletas de campo das espécies de Sinningia estão descritas no capítulo 2. O material 
vegetal de cada uma das espécies, após coleta em seu habitat natural foram mantidos em 
casa de vegetação, cada exemplar de cada espécie cultivado separadamente e conforme 
requerimentos de cultivo descritos por Peixoto, 2015. A seleção do material vegetal das 
espécies de Sinningia foi determinada com alguns requerimentos: (1) cinco plantas de 
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cada espécie mantidas nas mesmas condições ambientais (casa de vegetação), 
excetuando-se a primeira coleta que foi bem próxima a data de obtenção das plantas em 
seu habitat natural; as outras duas amostragens foram realizadas nos mesmos exemplares 
de plantas de cada espécie estudada, mantidas individualmente em casa de vegetação, 
sem contacto entre as plantas, buscando preservar a individualidade e características de 
cada organismo; (2) cinco folhas, visivelmente saudáveis, de cada planta das espécies 
estudadas, (3) As folhas jovens, de aproximadamente 1/3 do tamanho final de 
desenvolvimento foliar, (4) a coleta foi realizada de maneira asséptica e processada 
imediatatamente para obtenção do DNA total. A coleta das amostras foi realizada em três 
anos diferentes (2015-2016, 2016-2017 e 2017-2018) durante a mesma época do ano 
(dezembro-janeiro) correspondendo à época de florescimento do vegetal.   
 
3.4.2. Obtenção do DNA total  
 
As folhas saudáveis e jovens selecionadas das espécies de Sinningia, foram submetidas à 
desinfecção superficial para eliminar as possíveis comunidades não endofíticas. Para 
tanto, as folhas jovens foram lavadas em água e sabão por 5 minutos, descontaminadas 
em solução de hipoclorito de sódio 0,75% v/v por 30 minutos e solução hidro-alcoólica 
7:3 (v/v) por 1 minuto, e finalmente 3 lavagens consecutivas para a eliminação de resíduos 
com solução tampão de fosfato estéril. Para confirmar e garantir a limpeza e desinfecção 
superficial das folhas foi executado a partir da última lavagem um repique em meios de 
cultura sólidos e líquidos: Tripticasa de soja, Batata-Dextrose e Sabouraud-Dextrose por 
três a sete dias/28 ºC. Após o processo de limpeza e desinfecção superficial, ocorreu a 
redução de partícula das folhas assistido por tampão fosfato estéril. Em seguida, as folhas 
de cada uma das espécies de Sinningia foram submetidas a extração de DNA genômico 
total usado o kit ZR Soil Microbe DNA MiniPrep
TM seguindo suas indicações obtendo 
um pool de DNA por espécie. Este processo foi repetido durantes os dois anos seguintes 
totalizando nove amostras de DNA total: S. magnifica (magnifica1 2016; magnifica2 
2017; magnifica3 2018), S. schiffneri (schiffneri1 2016; schiffneri2 2017; schiffneri3 
2018), e S. speciosa (speciosa1 2016; speciosa2 2017; speciosa3 2018). 
 
 
 
84 
 
 
 
3.4.3. Análises da diversidade microbiana  
 
Para determinação da diversidade microbiana endofitica, associadas às lâminas foliares 
das três espécies de Sinningia, foram usadas as sequências das amostras do DNA 
genômico total realizadas nos laboratórios de Molecular Research (MRDNA), Texas, 
Estados Unidos da América. A metodologia empregada para o sequenciamento foi 
Diversity assay illumina 16S para as bactérias e Diversity assay illumina ITS1-2 para os 
fungos. Os arquivos fastq gerados foram desmultiplexados (separados por amostra) e 
processados usando software Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2 (QIIME2, 
versão 2018.8) (Bolyen et al., 2018). Consecutivamente, foi realizado o controle de 
qualidade, remoção das quimeras e a construção das tabelas dos recursos da abundância 
de leitura usando o plugin Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2 (DADA2) para 
QIIME2 (Callahan et al., 2016). Como medida adicional foi feita a exclusão dos dados 
contaminantes de origem de mitocondria e de cloroplasto das tabelas. As sequências 
representativas obtidas foram alinhadas com MAFFT e usadas para gerar as árvores 
filogenéticos no FastTree, isto como pré-requisito para fazer as análises próximas de 
diversidade e taxonomia das bactérias e fungos endofíticos utilizando o plugin Phylogeny 
para QIIME2 (Katoh e Standley, 2013; Price et al., 2010). Seguidamente da construção 
da árvore foi feita a análise da diversidade com a elaboração dos grupos significativos de 
alfa-diversidade usando diferentes índices como de diversidade de espécies (Shannon-
Weaver e Pielou’s eveness) e de diversidades filogenéticas (Faith’s PD). Como medida 
para definir a significância entre colunas dos metadados categóricos foi utilizado o teste 
estatístico de Kruskal-Wallis (Kruskal e Wallis, 1952). Além disso, foi analisado alfa 
rarefacção (max-depth 4000) aplicando o plugin Diversity para QIIME2. 
Sucessivamente, as análises taxonômicas das sequências foram classificadas 
comparando-as com a base de dados do SILVA 132 release para as bactérias com 99% 
de similaridade e UNITE versão 7.2 para os fungos (Glöckner, 2019; Nilsson et al., 2019), 
usando o plugin de qiime feature-classifier classify-sklearn.  
 
3.4.4. Análise estatística  
 
A diversidade microbiana (bacteriana e fúngica) de endofíticos associados às lâminas 
foliares de cada planta (S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa, grupo Fyfiana) e em cada 
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ano, foram analisadas empregando recursos de bioinformática, usando o método 
“Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME2) software pipeline for analysis 
of marker gene-based microbiome sequencing data” 
(https://docs.qiime2.org/2019.7/plugins/available/diversity/). Para avaliar a significância 
da alfa diversidade entre as diferentes amostras, foi utilizado o teste estatístico Kruskal-
Wallis. As diferenças taxonômicas significativas (medida em abundância) entre os grupos 
foram avaliadas com QIIME2 e foi importado para representação gráfica empregando o 
software online MicrobiomeAnalyst (https://www.microbiomeanalyst.ca/faces/upload/ 
OtuUpload View.xhtml) e o software de Microsoft office Excel (Dhariwal et al., 2017). 
 
3.5.Resultados  
 
As análises de diversidade de endófitos bacterianos e fúngicos presentes nas lâminas 
foliares das três espécies de plantas estudadas S. schiffneri, S. magnifica e S. speciosa, 
mostraram, de forma geral, variação na proporção de riqueza de espécies de endófitos 
(Figura 3.1.). Estas variações são de maior percepção quando comparadas as espécies de 
Sinningia entre os diferentes anos (coletas na época de floração, entre dezembro e janeiro 
de 2016, 2017 e 2018) como pode ser visualizado na figura 3.1. No caso das amostras de 
S. magnifica, se evidencia mudanças proporcionais na detecção entre as bactérias e os 
fungos no transcurso dos anos, iniciando no primero ano com o predomínio dos fungos 
(81570 OTUs), frente as bactérias (23070 OTUs). No entanto, no segundo ano mudou o 
estado de domínio completamente, aumentando o número das bactérias detectadas (63554 
OTUs) e diminuindo o número de fungos (31430 OTUs). Curiosamente, no terceiro ano 
ocorreu novamente uma mudança, voltando o predomínio fúngico (107956 OTUs) frente 
às bactérias (83429 OTUs), mas não com muita diferença, em comparação com os anos 
anteriores.  
 
Para S. speciosa no primero ano verificou-se predomínio de fungos (85378 OTUs) frente 
às bactérias (31781 OTUs). No segundo ano observou-se uma alteração no tipo de 
endofitico predominante, onde as bactérias foram detectadas em maior número (95679 
OTUs), em comparação com os fungos (20075 OTUs), mas para esta espécies, foi 
irreversível, não verificando-se a mudança, mantendo no terceiro ano uma proporção 
similar das bactérias (84317 OTUs) frente aos fungos (26162 OTUs). Contrariamente ao 
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visualizado em termos de diversidade microbiana endofítica para S. magnifica e S. 
speciosa, em S. schiffneri observou-se o predomínio dos fungos frente as bactérias 
durante os três anos de monitoramento, apresentando um máximo de detecção fúngica no 
primero ano com 257973 OTUs e um menor número no segundo ano com 119426 OTUs. 
Para bactérias o máximo de detecção foi no terceiro ano com 79629 OTUs e um mínimo 
no primero ano com 31252 OTUs detectados nas amostras de S. schiffneri.  
 
Figura 3.1. Gráfico comparativo da abundância entre fungos e bactérias endofíticas 
presentes na lâmina foliar das espécies de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa nos três 
anos amostrados. *magnifica1, schiffneri1 e speciosa1 ano 2016; magnifica2, schiffneri2 
e speciosa2 ano 2017; magnifica3, schiffneri3 e speciosa3 ano 2018.  
 
3.5.1. Composição taxonômica das comunidades endofíticas  
 
Os resultados da composição taxonômica detectada das comunidades endofíticas 
bacterianas e fúngicas presentes nas lâminas foliares das espécies de Sinningia é variado 
e multidiverso, abrangendo vários filos e inclusive com grupos sem classificação alguma, 
mesmo usando base de dados atualizados até este momento de registro. A classificação a 
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nível de filo dos fungos endofíticos apresenta três grupos conhecidos e um sem 
classificação, compreendendo os filos Ascomycota, Basidiomycota e Chytridiomycota. 
No entanto, dependendo da origem da amostra a abundância dos filos varia (Figura 3.2, 
A).  
 
No caso das amostras de S. magnifica, que no primeiro ano predominou o filo 
Ascomycota com 84.461, sendo os gêneros mais abundantes: Aureobasidiaceae sem 
classificar, Chaetothyriales sem classificar, Cladosporium sp, Sophaceloma sp, 
Ascomycota sem classificar, Epicoccum sp, Didymella sp, Colletotrichum sp, e 
Strelitziana sp). Para esta espécie, no segundo ano também predominou o filo 
Ascomycota 65.778 %, mas os gêneros mais abundantes foram:  Aspergillus sp, 
Cladosporium sp, Cyphellophora sp, Colletotrichum sp, e outros. Em ambos os anos 
como filo secundário estão os fungos sem classificação com 10.456%. Já no terceiro ano 
a proporção mudou e o filo Ascomycota passou ao segundo lugar em abundância com 
5.832% (Cladosporium sp, e Ascomycota sem classificar) e predominou um filo 
desconhecido com 91.190% (Figura 3.3, A).  
 
Do mesmo modo que na amostra do terceiro ano de S. magnifica, todas as amostras de S. 
schiffneri mantiveram a proporção dos filos fúngicos tendo como principal os 
desconhecidos com uma porcentagem entre 83.629 a 88.410 e como segundo filo o 
Ascomycota com porcentagens entre 8.918 a 13.715 (schiffneri1: Colletotrichum sp, 
Aspergillus sp, e Nigrospora sp; schiffneri2: Aspergillus sp, e Cyphellophora sp; 
schiffneri3: Ascomycota sem classificar, Cladosporium sp, Knufia sp, Exophiala sp, e 
Nigrospora sp) (Figura 3.3, A)..  
 
Por outro lado, as amostras de S. speciosa só mantiveram a proporção de dominância do 
filo desconhecido no primeiro ano com 72.555% frente ao Ascomycota com 25.710% 
(speciosa1: Nigrospora sp, Hypocreales sem classificar, e Ascomycota sem classificar, 
Aeurobasidiaceae; speciosa2: Aspergillus sp, Sagenomella sp, Neoascochyta sp, e 
Cladosporium sp; speciosa3: Neurospora sp, Chaetothyriales sem classificar, 
Ascomycota sem classificar, Alternaria sp, e Trichoderma sp), nas amostras dos outros 
anos o filo Ascomycota predominou com 51.203 e 48.773% respectivamente, frente ao 
filo desconhecido com 39.885 e 29.363% respectivamente (ver figura 3.3, A).  
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Para destacar com um exemplo, o filo Chytridiomicota (gênero Kochiomyces sp) só foi 
detectado nos primeiros anos das amostras, sendo em S. magnifica com 1.038%, S. 
schiffneri com 0.009%, e S. speciosa com 0.019% (Figura 3.3, A).  
 
Logo, as análises taxonômicas das comunidades de bactérias endofíticas das amostras 
estudadas, verificou-se que a diversificação é ampla, compreendendo aos filos: 
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria e um grupo de filos organizados 
com a denominação de outros, por sua baixa detecção nas amostras: Acidobacteria 
(magnifica1, magnifica3, schiffneri2, speciosa3), Cyanobacteria (magnifica3, 
schiffneri2, schiffneri3), Deinococcus-Thermus (magnifica3), Fusobacteria (magnifica3, 
speciosa3), Gemmatimonadetes (magnifica3, schiffneri2), e as bactérias sem 
classificação (magnifica1, schiffneri2, speciosa3) (ver figura 3.2, B).  Em todas as 
amostras analisadas foram detectados em maior proporção bactérias do filo 
Proteobacteria, com porcentagens desde 63.713 (schiffneri2) a 99.622 (speciosa1) 
envolvendo gêneros Methylobacterium sp, Rhizobiaceae sem classificar, Rickettsiaceae 
sem classificar, Rickettsiales sem classificar, Comamonadaceae sem classificar, 
Tremblaya sp, Enterobacteriaceae sem classificar, Pseudomonas sp, e 
Xanthomonadaceae sem classificar, e como segunda dominância na maioria dos casos foi 
o filo Actinobacteria com abunâancias relativas entre 0.198 (schiffneri1) a 28.177 
(magnifica3) incluindo os gêneros Corynebacterium sp, Curtobacterium sp, 
Mycobacterium sp, e Propionibacterium sp (ver figura 3.3, B). Além disso, com a 
presente informação taxonômica podemos mencionar que a amostra 3 é a que possui 
maior diversidade de filos sem a presença detectada de bactérias sem classificar, 
seguidamente da amostra schiffneri2, que na detecção não foi determinada a presença dos 
filos Fusobacteria (os gêneros Fusobacterium sp e Leptotrichia sp) e Deinococcus-
Thermus (gênero Thermus sp) (Figura 3.3, B).  
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Figura 3.2. Gráfico comparativo da abundância relativa a nível de filo dos fungos e bactérias endofíticas presentes na lâmina foliar das espécies de 
S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa nos três anos amostrados. *magnifica1, schiffneri1 e speciosa1 ano 2016; magnifica2, schiffneri2 e 
speciosa2 ano 2017; magnifica3, schiffneri3 e speciosa3 ano 2018. A. Fungos, B. Bactérias.     
A. B. 
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Figura 3.3. Gráfico comparativo da abundância relativa a nível do gênero dos fungos e bactérias endofíticas presentes na lâmina foliar das espécies 
de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa nos três anos amostrados. *magnifica1, schiffneri1 e speciosa1 ano 2016; magnifica2, schiffneri2 e 
speciosa2 ano 2017; magnifica3, schiffneri3 e speciosa3 ano 2018. A. Fungos, B. Bactérias. Filtro de visualização da abundância >1000.
A. B. 
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3.5.2. Análises das comunidades por alfa diversidade  
 
A diversidade alfa indicou que as comunidades endofíticas das lâminas foliares das 
espécies de Sinningia estudadas possuem grande diversificação de bactérias e fungos 
endofiticos, tanto de espécies, como filogeneticamente nos três anos de monitoramento 
(Tabela 1). A maioria das espécies e filo-tipos de bactérias e fungos nas amostras foram 
detectados pela metodologia de sequenciamento implementada (Illumina HiSeq), sendo 
que isto é corroborado pela alta cobertura de aproximadamente 99% e em geral as curvas 
de alfa rarefação alcançaram o platô com a profundidade de sequenciamento menor que 
500 (Figura Suplementar 3.1 e 3.2).  
 
As análises de alfa diversidade empregadas neste estudo foram baseadas em três índices 
de diversidade de espécies como Shannon-Weaver e Pielou´s evanness e um de 
diversidade filogenética o Faith-PD (Tabela 3.1.). Referente a diversidade de espécies, o 
índice de Shannon-Weaver nas comunidades de fungos mostrou que todas as amostras 
apresentaram grande riqueza e abundâncias de espécies com resultados entre 1.024 até 
4.427. Por outro lado, nas comunidades de bactérias, igualmente, foi evidenciada 
abundância e riqueza de espécies, mas no primeiro ano das três espécies de Sinningia foi 
onde se evidenciou menor riqueza e abundância de espécies em comparação com os 
outros dois anos, tendo índices para o primeiro ano de 0.953 para S. magnifica, 0.236 para 
S. schiffneri e 0.241 para S. speciosa. Em continuidade nas análises de diversidade de 
espécies, o índice de Pielou´s evanness em fungos mostrou, no geral, uma boa 
uniformidade de distribuição dos indivíduos entre as espécies. Nos dados de todos os anos 
analisados de S. schiffneri foi visualizado um índice menor de equabilidade em 
comparação com as outras amostras, tendo resultados entre 0.159 a 0.254. No geral, os 
resultados do índice de Pielou´s evanness expressaram boa uniformidade em termos de 
espécies, mas as amostras do primeiro ano mostraram menor uniformidade de espécies 
em comparação as amostras dos outros dois anos, indicando resultados de 0.171 para S. 
magnifica e de 0.05 para S. schiffneri e S. speciosa.  Em continuidade nas análises de alfa 
diversidade baseada na diversidade filogenética das amostras de Sinningia, o índice de 
Faith-PD nas comunidades fúngicas evidenciou, em sua maioria, que as espécies 
detectadas nas amostras são distantes umas das outras, demonstrando boa diversidade 
filogenética. Nas análises do segundo ano das amostras, especificamente de S. magnifica 
e de S. speciosa, foi observado um menor índice em comparação com as outras amostras 
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obtendo 8.253 e 8.097 respectivamente, indicando que o número de espécies detectadas 
nas amostras é mais próximo evolutivamente. Contrariamente ao destacado nos fungos, 
o índice de Faith-PD nas bactérias mostrou, em sua maioria, que as espécies das amostras 
estudadas são mais próximas evolutivamente, compreendendo resultados desde 3.193 
(magnifica2) até 10.686 (shiffneri2), sendo este último o que apresentou maior distância 
evolutiva dentre as três espécies investigadas.    
 
3.5.3. Análises de diversidade por agrupamento  
 
Para estudar comparativamente a diversidade de espécies e filogenética das comunidades 
de bactérias e fungos nas amostras das três espécies estudadas de Sinningia por análise 
de agrupamento foi usado o teste estadístico de Kruskal-Wallis para cada uns dos índices 
anteriormente analisados (Tabela 3.2). Na comparação geral do gênero Sinningia, a 
hipótese nula é aceita porque todos os p-value não atingem um resultado inferior a 0.050, 
indicando que não têm diferença entre os grupos, tanto nas comunidades de bactérias, 
como nas de fungos. Do mesmo modo, quando a analise é feita com o agrupamento das 
amostras por ano, a hipótese nula é aceita, mas com a exceção da comunidade de bactérias 
pelo índice de Pielou´s evanness, que apresentou um p-value de 0.039, sendo inferior ao 
p-value requerido, permitindo assim não considerar a hipótese nula neste caso, mostrando 
diferenças significativas entre os grupos. Quando se agruparam as amostras de cada 
espécie de Sinningia e se comparam uma com as outras, na maioria dos casos não 
observou diferença significativa entre os grupos, reforçando os resultados gerais do 
gênero. Porém, quando se comparam os agrupamentos de S. schiffneri frente S. speciosa 
se consegue descartar a hipótese nula  nas comunidades de fungos nos índices de  
Shannon-Weaver e Pielou´s evanness com um p-value de 0.049, indicando altas 
probabilidades de que estas comunidades tenham a mesma origem ou de similar 
comportamento evolitivo (ver tabela suplementar 3.1). Já quando é feita a análise entre 
os agrupamentos nos diferentes anos, foram encontradas diferenças significativas nas 
comunidades bacterianas para os índices de Shannon-Weaver e Pielou´s evanness, com 
p-value de 0.049 nos agrupamentos dos anos 2016 frente 2017 e 2016 frente 2018. Por 
outro lado, nas comunidades fúngicas só se verificou diferença estatística significativa 
para os agrupamentos de 2016 frente 2017 no índice de Faith-PD com p-value de 0.049. 
Para as comparações entre os outros grupos, não se verificou diferença estatística 
significativa, aceitando a hipótese nula (ver tabela suplementar 3.2).  
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Tabela 3.1. Resultados de alfa diversidade das comunidades bacterianas e fúngicas endofíticas (índice de Shannon-Weaver, Pielou´s evanness e 
Faith-PD) das espécies de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa nos diferentes anos.  
 
Gênero 
observados 
OTUs detectadas Shannon-Weaver Pielou’s eveness Faith’s PD 
Fungo Bactéria Fungo Bactéria Fungo Bactéria Fungo Bactéria Fungo Bactéria 
magnifica1 93 31 81570 23070 4.427 0.953 0.577 0.171 32.191 7.121 
magnifica2 17 22 31430 63554 3.038 2.722 0.619 0.528 8.253 3.193 
magnifica3 29 49 107956 83429 1.107 2.380 0.184 0.395 25.822 5.698 
schiffneri1 61 21 257973 31252 1.024 0.236 0.159 0.051 25.995 3.601 
schiffneri2 32 58 119426 78421 1.555 3.153 0.254 0.492 20.038 10.686 
schiffneri3 34 43 198249 79629 1.587 2.254 0.247 0.386 19.107 5.569 
speciosa1 40 20 85378 31781 2.664 0.241 0.423 0.050 25.580 3.706 
speciosa2 17 24 20075 95679 3.535 3.234 0.701 0.641 8.097 3.860 
speciosa3 29 59 26162 84317 4.117 3.304 0.706 0.518 19.368 8.457 
*magnifica1, schiffneri1 e speciosa1 ano 2016; magnifica2, schiffneri2 e speciosa2 ano 2017; magnifica3, schiffneri3 e speciosa3 ano 2018 
 
Tabela 3.2. Resultados de alfa diversidade das comunidades bacterianas e fúngicas endofíticas (índice de Shannon-Weaver, Pielou´s evanness e 
Faith-PD) usando o teste estadístico Kruskal-Wallis a nível de agrupamentos pelo gênero e pelo ano. 
 
Shannon-Weaver Pielou’s eveness Faith’s PD 
Fungo Bactéria Fungo Bactéria Fungo Bactéria 
H p-value H p-value H p-value H p-value H p-value H p-value 
Sinningia sp 3.466 0.177 1.155 0.5611 4.356 0.113 0.622 0.733 1.156 0.561 0.0889 0.956 
Ano 0.089 0.956 5.601 0.061 1.156 0.561 6.489 0.039 5.067 0.079 1.156 0.561 
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3.6.Discussão  
 
Os microrganismos de maneira geral interagem com seu ambiente, seja físico, químico 
ou biológico, sendo que este último desempenha um papel relevante na natureza, pois 
permite conexão direta ou indireta com outros organismos, permitindo harmonia 
metabólica e equilíbrio populacional (Ismail et al., 2018; Sadeghi et al., 2019). Nesse 
sentido, as comunidades bacterianas e fúngicas desempenham um papel muito importante 
na manutenção e equilíbrio de um nicho ecológico, influenciando na estrutura da 
comunidade, o desenvolvimento, o crescimento, a reprodução ou fluxo gênico, o 
movimento ou transporte, a nutrição, a resistência ante o estresse externo, a 
patogenicidade e a simbioses (Frey-Klett et al., 2011; Sadeghi et al., 2019).  
As ações de interação microbiana, especialmente de bactérias e fungos, também se 
aplicam a organismos complexos ou multicelulares, como as plantas, no entanto, 
dependendo da localização do evento de interação (organela, célula, tecido ou órgão da 
planta), isso mudará, afetando o tamanho, a diversidade e as interações na população de 
organismos que compõe o sistema (Ramakrishna e Ravishankar, 2011; Pavarini et al., 
2012; Leite-Sampaio et al., 2016; Ismail et al., 2018; Sadeghi et al., 2019).  
Em revisão da literatura, não foi possível encontrar estudos relacionados em bancos de 
dados tradicionais sobre diversidade microbiana ou microrganismos associados a plantas 
do gênero Sinningia ou à família Gesneriaceae. O foco de interesse do presente estudo 
foram as comunidades endofíticas bacterianas e fúngicas encontradas na parte aérea da 
planta, especificamente nas lâminas foliares de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa, 
com monitoramento por três anos no momento de maior desenvolvimento das plantas 
(floração) e em ambiente fechado (estufa agrícola, com as plantas cultivadas 
individualmente no seu substrato) para entender a diversidade, o comportamento e a 
frequência de bactérias e fungos presentes nessas plantas ao longo do tempo e sua 
dinâmica intrínseca em cada planta. Seguindo essa linha de raciocínio, a partir do fato de 
que as espécies de plantas de S. magnifica e S. speciosa têm uma renovação anual das 
estruturas aéreas das plantas e em S. schiffneri isso não ocorre (Wanderley et al., 2003). 
Presumivelmente, bactérias e fungos endofíticos usam a propagação pelo fluxo interno 
da planta desde rizosfera para a filosfera como sua principal via de transmissão (Vorholt, 
2012; Bringel e Couée, 2015), o que indica que possivelmente há uma renovação anual 
das comunidades microbianas endofíticas das partes aéreas das espécies de Sinningia com 
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essas características. Os resultados obtidos no presente estudo da abundância de bactérias 
e fungos obtidos mostrou que esta instabilidade no microbioma das folhas ocorre 
precisamente S. magnifica e S. speciosa, enquanto, ao contrário, nas amostras de S. 
schiffneri, com o tempo a abundancia microbiana de bactérias e fungos endofiticos se 
mantêm em uma proporção semelhante.  
Embora alguns autores indiquem que na endosfera das partes aéreas há uma incidência 
maior de bactérias do que fungos, interessante no presente estudo foram verificadas, ao 
contrario, predomínio das comunidades de fungos quando comparadas às bacterianas 
(Vorholt, 2012; Voříšková e Baldrian, 2013; Bringel e Couée, 2015). Isso possivelmente 
ocorre devido às várias diferenças ecológicas existentes entre bactérias e fungos, como 
taxas de crescimento, tolerância ao estresse e uso do tipo de substrato. Nesse sentido, 
podemos inferir que o abundante domínio fúngico deve ser devido as condições anátomo-
fisiológicas e ao ciclo de vida destas plantas. No caso, S. schiffneri não perde as partes 
aéreas periodicamente, de forma que o equilíbrio das comunidades endofíticas é mais 
estável, reduzindo bastante os poderes de supremacia entre as comunidades. Ao contrário, 
em S. magnifica e S. speciosa, à medida que perdem suas partes aéreas durante seu ciclo 
de vida, as comunidades microbianas associadas as suas partes aéreas recomeçam a cada 
ciclo e quando o processo de formação das partes aéreas recomeça, os fungos devem 
competir com a dinâmica do crescimento e a velocidade nutricional das bactérias, o que 
dificulta a estabelecimento de comunidades fúngicas (Sun et al., 2017). 
A diversidade taxonômica das comunidades bacterianas e fúngicas endofíticas das 
lâminas foliares destas tres espécies de Sinningia compreende vários grupos. Os 
resultados das análises taxonômicas das comunidades bacterianas indicaram que um 
grupo não classificado e nove grupos de comunidades identificadas foram detectados; 
portanto, os mais abundântes nas amostras analisadas pertencem a: Proteobactérias, 
Actinobactérias, Firmicutes e Bacteroidetes. Essas diferenças são encontradas nos grupos 
mais comuns de bactérias endofíticas, conforme relatado por Vorholt (2012); Bringel e 
Couée (2015); Hardoim e colaboradores (2015) e Gouda e colaboradores (2016). Esses 
filos incluem gêneros bacterianos conhecidos por seus produtos bioativos, como o filo 
Actinobacteria, um grupo de bactérias gram-positivas amplamente distribuídas em todo 
o mundo com atributos relacionados a atividades biológicas como antimicrobiana, 
antioxidante, antiproliferativa, entre outros. Entre os gêneros com maior incidência estão 
Streptomyces sp, Microbacterium sp, Mycobacterium sp, Arthrobacter sp e 
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Curtobacterium sp (Liu et al., 2013; Al-Zerein, 2014; Gouda et al., 2016; Dholakiya et 
al., 2017). Além disso, a comunidade bacteriana mais abundante detectada nas amostras 
analisadas neste estudo pertence à Proteobacteria, que é um conjunto de bactérias gram-
negativas que contêm duas classes de endófitos relevantes, como Alphaproteobacteria e 
Gammaproteobacteria. As Alfaproteobactérias incluem vários gêneros endofíticos com 
comportamentos diferentes, como Methylobacterium sp e Sphingomonas sp. São 
bactérias reconhecidas por sua capacidade de metabolizar metanol (única fonte de 
carbono e energia) que se encontra na atmosfera, e essa capacidade única é atribuída a 
presença desses gêneros nas partes aéreas das plantas que suportam as condições 
atmosféricas variáveis do local (Sy et al., 2005). Por outro lado, as Gamaproteobactérias 
são mais frequentemente constituidas por gêneros endofíticos, Pseudomonas sp, 
Enterobacter sp, Pantoea sp e Stenotrophomonas sp. Essas bactérias geralmente estão 
associadas a comportamentos oportunistas e/ou mutualísticos, beneficiando ou 
prejudicando o hospedeiro, dependendo do momento considerando, sendo algumas 
espécies consideradas fitopatogênicas (Hardoim et al., 2015). Como um clímax, devido 
às condições de saúde das plantas estudadas, podemos inferir que as 
Gammaproteobactérias endofíticas nessas plantas estão em equilíbrio biológico, 
presumivelmente em um estado mútuo. 
Em continuação às análises da diversidade taxonômica, os fungos endofíticos cumprem 
muitas funções nas comunidades microbianas dentro das plantas, entre estas, a 
participação na defensa frente a potenciais fitopatógenos e herbívoros (controle 
populacional); contribuição na homeostase do vegetal, contribuição na regulação do 
desenvolvimento vegetal, entre outras (Sudha et al., 2016; Potshangbam et al., 2017). 
Referente aos resultados das comunidades taxonômicas dos fungos endofíticos, os 
resuldados indicaram que existe um grupo com fungos não classificados e outro grupo 
com classificações em três filos conhecidos: Ascomycota, Basidiomycota e 
Chiytridiomicota. Este último, esteve presente em quantidade mínima em todas as 
amostras do primero ano, perdendo-se ao longo do tempo (amostras dos outros dois anos), 
e classificado a nível do gênero como Kochiomyces sp; curiosamente, este gênero foi 
reportado em outros trabalhos como fungo endófito da planta Atriplex canescens (família 
Amaranthaceae) (Ricks e Koide, 2019). Em proporção de abundância media, os fungos 
endofíticos do filo Ascomycota e Basidiomycota, além de ser os grupos filogenéticos 
mais abundantes e conhecidos do reino fungi, estes possuem espécies que fazem parte do 
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grupo de fungos que comumente são denominados endofíticos, junto ao filo 
Glomeromycota (fungos associados a rizosfera das plantas) (Hardoim et al., 2015).  No 
entanto, o filo Ascomycota possui os gêneros de maior abundância encontrados nas 
amostras analisadas como, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, 
Cyphellophora, Didymella, Epicoccum, Exophial, Knufia, Neoascochyta, Nigrospora, 
Sagenomella, Strelitziana e Trichoderma. Estes gêneros fúngicos, apesar de serem 
considerados como patógenos oportunistas em algumas plantas, com exceções como 
Trichoderma (Fungo geralmente considerado como biocontrolador de outros fungos), 
estão sendo frequentemente detectados em grande abundância em plantas saudáveis 
(Jacob e Bhat, 2000; Favaro et al., 2012; Romão-Dumaresq et al., 2016; Ismail et al., 
2018; Ma et al., 2018; Popli et al., 2018; Zakaria e Aziz, 2018; Elgorban et al., 2019). 
Além disso, estes gêneros tradicionalmente foram associados na rizosfera das plantas, 
fazendo sentido a presença destes nas folhas pelas características mencionadas 
anteriormente das espécies de Sinningia, onde os endófitos ingressam pela rizosfera até a 
filósfera. No grupo de fungos denominados como “não classificados” sua abundância 
variou nas diferentes espécies de plantas estudadas. Em S. schiffneri, ao longo dos três 
anos de monitoramento, sua abundancia foi similar e estes fungos que não puderam ser 
classificados apresentaram-se como maioritários frente aos fungos conhecidos. 
Entretanto, ao contrario, a abundância deste tipo de fungo mudou nas amostras de S. 
magnifica e S. speciosa, sendo que em uma teve aumento e na outra diminuição 
progressiva ao longo do tempo, respectivamente. Estes resultados indicam o estreito 
relacionamento entre os fungos e as plantas, sendo que o universo de fungos associados 
a estas plantas ainda está por revelar. 
As análises estatísticas da diversidade de bactérias e fungos endofíticos das amostras de 
espécies de Sinningia foram realizadas usando métodos de diversidade alfa, usando os 
índices de Shannon-Weaver e Pielou´s evanness (diversidade de espécies) e o índice de 
Faith-PD (diversidade filogenética). As análises de diversidade de espécies de Shannon-
Weaver ajudam a determinar a riqueza de espécies e a abundância de bactérias e fungos. 
Este índice indica valor zero quando existe apenas uma espécie e os valores mais altos 
quando as comunidades têm muitas espécies. Da mesma forma, a análise da diversidade 
de espécies pelo índice de Pielou´s evanness indica a uniformidade ou equilíbrio de uma 
comunidade, que varia desde zero (uniformidade mínima) até um (uniformidade 
máxima). Portanto, nichos ecológicos com índices de Shannon-Weaver e Pielou´s 
98 
 
 
 
evanness acima de zero são considerados com alta diversidade como reporta o trabalho 
sobre a diversidade de fungos endofíticos associados às folhas da planta Glycine max com 
valores de 2.777 (Shannon-Weaver ) e de 0,752 (Evanness de Pielou) que são 
considerados como tendo uma grande diversidade de espécies endofiticas associadas à 
planta (Fernandes et al., 2015). Seguindo essa linha de raciocínio, os resultados das 
comunidades de fungos e da maioria das comunidades bacterianas de todas as amostras 
estudadas no presente estudo mostram uma grande diversidade de espécies.  
Por outro lado, as análises da diversidade filogenética pelo índice Faith-PD indicam a 
distância evolutiva das espécies, quanto maior o valor da DP, maior a evolução das 
espécies comunitárias (Cianciaruso et al., 2009). De acordo com isso, a maioria das 
comunidades fúngicas das amostras estudadas são mais diversificadas evolutivamente do 
que as comunidades bacterianas, o que confirma o que já foi visto nos resultados da 
diversidade de espécies. Tomados em conjunto, os resultados mostram diversificação 
evolutiva e abundância e riqueza de espécies microbianas endofiticas nestas plantas. Não 
obstante, observou-se que as comunidades de magnifica2 e speciosa2 foram a exceção 
com maior abundância e riqueza de espécies, mas, as espécies são evolutivamente 
distantes. 
Em geral, quando são realizados estudos comparativos de comunidades microbianas 
endofíticas em filogenia vegetal, eles tendem a ser mais semelhantes em plantas 
geneticamente relacionadas do que aquelas que não são (Bringel e Couée, 2015). Neste 
sentido, quando comparamos as comunidades bacterianas e fúngicas endofíticas das três 
diferentes espécies de Sinningia estudadas usando o teste Kruskal-Wallis (presume-se 
que as amostras tenham a mesma origem ou tenham populações com comportamentos 
semelhantes), descobrimos que elas em geral não compartem uma origem em comúm, 
com exeção das comunidades fungica endofiticas de S. schiffneri e S. speciosa que 
apresentam similaridade de espécies, embora as plantas estudadas venham de diferentes 
nichos ecológicos, S. schiffneri coletada da Mata Atlântica (Serra da Bocaina netr Cunha-
SP e Parathy-RJ) e S. speciosa, grupo Fyfiana, obtida de uma estufa comercial em 
Holambra-SP, com fatores ambientais próprios como temperatura, umidade, flora e fauna 
e podem afetar a diversidade endofítica de cada uma destas espécies (Sadeghi et al., 
2019). Além disso, estudos evolutivos sobre a especiação de espécies de Sinningia 
mostram que as plantas S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa estudadas neste trabalho 
não são geneticamente próximas umas das outras, mas estão em diferentes clados, devido 
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à alopatia que ocorre nos diferentes ambientes em que crescem ( Perret et al., 2003; Perret 
et al., 2007). É importante observar que as condições ambientais em que essas plantas 
permaneceram após três anos de monitoramento foram as mesmas, indicando alguma 
influência, mas não total, sendo possível verificar dinâmicas próprias no microbioma de 
cada uma das três espécies de Sinningia estudadas (Unterseher et al., 2016). Os resultados 
sugerem que estas comunidades microbianas não compartilham espécies de uma mesma 
origem ou que sejam de uma mesma origem ou de similaridade filogenética, mostrando 
a especificidade microbiana endofítica das espécies do gênero Sinningia dependendo do 
ecossistema associado e evidenciando os efeitos da especiação destas plantas em seu 
microbioma. 
 
3.7.Conclusão  
 
Os resultados das análises de alfa diversidade, pelos índices estatísticos de Shannon-
Weaver, Pielou’s eveness e Faith’s PD e análises por agrupamento pelo teste de Kruskal-
Wallis, indicam grande diversidade filogenética e de espécies das comunidades de 
bactérias e fungos endofíticos associados às lâminas foliares de S. magnifica, S. schiffneri 
e S. speciosa, com indícios de que estas comunidades microbianas são de caraterísticas 
únicas das espécies vegetais e de seu nicho ecológico. 
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Soares A. S., Barbosa F. L., Rüdiger A. L., Hughes D. L., Salvador M. J., Zampronio A. 
R., Stefanello M. E. (2017). Naphthoquinones of Sinningia reitzii and anti-
inflammatory/antinociceptive activities of 8‑Hydroxydehydrodunnione. Journal 
Natural Products, 80: 1837−1843.  
Souza G. V., Simas A. S., Bastos-Pereira A. L., Frois G. R. A., Ribas J. L. C., Verdan M. 
H., Kassuya C. A. L., Stefanello M. E., Zampronio A. R. (2015). Antinociceptive 
activity of the ethanolic extract, fractions, and Aggregatin D isolated from 
Sinningia aggregata tubers. PLoS ONE, 10(2): e0117501.  
Sudha V., Govindaraj R., Baskar K., Al-Dhabi N. A., Duraipandiyan V. (2016). 
Biological properties of Endophytic Fungi. Brazilian Archives of Biology and 
Technology, 59: e16150436.  
Sun S., Li S., Avera B. N., Strahm B. D., Badgley B. D. (2017). Soil bacterial and fungal 
communities show distinct recovery patterns during forest ecosystem restoration. 
Applied and Environmental Microbiology, 83: e00966-17.  
Sy A., Timmers A. C. J., Knief C., Vorholt J. A. (2005). Methylotrophic metabolism is 
advantageous for Methylobacterium extorquens during colonization of Medicago 
truncatula under competitive conditions. Appl Environ Microbiol, 71:7245–
7252. 
104 
 
 
 
Unterseher M., Siddique A. B., Brachmann A., Peršoh D. (2016). Diversity and 
composition of the leaf mycobiome of Beech (Fagus sylvatica) are affected by 
local habitat conditions and leaf biochemistry. PLoS ONE, 11(4): e0152878.  
Verdan M. H., Cervi A. C., Campos F. R., Barison A., Stefanello M. E. (2009). 
Anthraquinones and ethylcyclohexane derivatives from Sinningia speciosa 
‘‘Fyfiana’’. Biochemical Systematics and Ecology, 37: 40–42. 
Verdan M. H., Scharf D. R., Barison A., Salvador M. S., Stefanello M. E. (2017). Further 
chemical constituents from Sinningia canescens and S. leucotricha 
(Gesneriaceae). Phytochemistry Letters, 22: 205–209.  
Verdan M. H., Ehrenfried C. A., Scharf D. R., Cervi A. C., Salvador M. J., Barison A., 
Stefanello M. A. (2014). Chemical constituents from Sinningia canenses and 
Sinningia warmingui (Gesnereaceae). Natural Product Communications, 9:1535-
1537. 
Verdan M. H., Koolen H. H. F., Salvador M. J., Barison A., Stefanello M. E. A. (2015). 
A new naphthoquinone from Sinningia leucotricha (Gesneriaceae). Natural 
Product Communications (Online), 10: 625-626. 
Verdan M. H., Souza L. M., Carvalho J. E., Costa D. B. V., Salvador M. J., Barison A., 
Stefanello M. É. A. (2015). Two new hydronaphthoquinones from Sinningia 
aggregata (Gesneriaceae) and cytotoxic activity of Aggregatin D. Chemistry & 
Biodiversity (Print), 12:148-152. 
Verdan M. H., Stefanello M. E. A. (2012). Secondary metabolites and biological 
properties of Gesneriaceae species. Chemistry & Biodiversity, 9: 2701-2731. 
Verdan M. H., Barison A., Lemos E., Salvador M. J., Poliquesi C. B., Eberlin M. 
N., Stefanello M. E. A. (2010). Lactones and quinones from the tubers of 
Sinningia aggregata. Journal Natural Products, 73: 1434-1437. 
Verdan M. H., Salvador M. J., Unemoto L. K., Faria R. T., Sa E. L., Barison A., Stefanello 
M. É. A. (2013). Leucotrichoic acid, a novel sesquiterpene from Sinningia 
leucotricha (Gesneriaceae). Tetrahedron Letters, 54: 4735-4737. 
Vorholt J. (2012). Microbial life in the phyllosphere. Nature Reviews Microbiology, 10: 
828-840. 
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3.9.Material suplementar  
 
 
Figura suplementar 3.1. Curva de alfa rarefação em função das bactérias endofíticas 
presentes na lâmina foliar das espécies de Sinningia. 
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Figura suplementar 3.2. Curva de alfa rarefação em função dos fungos endofíticos 
presentes na lâmina foliar das espécies de Sinningia. 
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Tabela suplementar 3.1. Resultados de alfa diversidade das comunidades bacterianas e fúngicas endofíticas (índice de Shannon-Weaver, Pielou´s 
evanness e Faith-PD) usando o teste estadístico Kruskal-Wallis a nível de agrupamentos por gêneros. 
 
Group 1 Group 2 
Shannon-Weaver Pielou’s eveness Faith’s PD 
Bacteria Fungo Bacteria Fungo Bacteria Fungo 
H p-value H p-value H p-value H p-value H p-value H p-value 
S. magnifica 
(n=3) 
S. schiffneri 
(n=3) 
0.048 0.827 1.191 0.275 0.429 0.513 1.191 0.275 0.048 0.827 0.048 0.827 
 S. speciosa 
(n=3) 
0.429 0.513 0.048 0.827 0.048 0.827 1.191 0.275 0.048 0.827 1.191 0.275 
S. schiffneri 
(n=3) 
S. speciosa 
(n=3) 
1.191 0.275 3.857 0.049 0.429 0.513 3.857 0.049 0.048 0.827 0.429 0.513 
 
 
Tabela suplementar 3.2. Resultados de alfa diversidade das comunidades bacterianas e fúngicas endofíticas (índice de Shannon-Weaver, Pielou´s 
evanness e Faith-PD) usando o teste estadístico Kruskal-Wallis a nível de agrupamentos por anos. 
 
Group 1 Group 2 
Shannon-Weaver Pielou’s eveness Faith’s PD 
Bacteria Fungo Bacteria Fungo Bacteria Fungo 
H p-value H p-value H p-value H p-value H p-value H p-value 
a2016 (n=3) 
a2017 
(n=3) 
3.857 0,049 0,048 0,827 3,857 0,049 1,191 0,275 0,048 0,827 3,857 0,049 
 a2018 
(n=3) 
3,857 0,049 0,048 0,827 3,857 0,049 0,048 0,827 1,191 0,275 2,333 0,127 
a2017 (n=3) 
a2018 
(n=3) 
0,429 0,512 0,048 0,827 2,333 0,127 0,429 0,513 0,429 0,517 1,191 0,275 
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CAPITULO 4 
 
4. Isolamento e identificação das bactérias e fungos endofíticos associados as 
lâminas foliares de Sinningia magnifica, Sinningia schiffneri e Sinningia speciosa, 
co-cultivo sintético plantas in vitro-microrganismo endofítico e sua influência no 
metabolismo destas plantas  
 
4.1.Resumo 
 
As bactérias e fungos endofíticos são microrganismos que habitam no interior das plantas 
em estado assintomático, que proporcionam diversas vantagens ao nicho ecológico em 
que se associam. Um elemento importante que repercute na associação planta micro-
organismo endofítico é a comunicação entre os organismos e a modulação metabólica. 
Na atualidade, apesar de se conhecer a importância dos endofíticos, pouco se sabe sobre 
a influência que tem estes organismos na modulação do metabolismo das plantas em que 
estão associados. Assim, este estudo tem por objetivo o isolamento e identificação das 
bactérias e fungos endofíticos associados às lâminas foliares de Sinningia magnifica, 
Sinningia schiffneri e Sinningia speciosa, o co-cultivo sintético plantas in vitro-
microrganismo endofítico e sua influência no metabolismo destas plantas. Para tanto, a 
partir de folhas das plantas estudadas foram isolados e identificados morfologicamente e 
pela análise de genes na região 16S para bactérias e a região ITS para os fungos 
endofiticos associados a cada uma destas três espécies de Sinningia. Além disso, foram 
preparados os extratos metanolicos brutos a partir das co-culturas planta in vitro-
microrganismo endofítico, co-culturas entre microrganismos endofiticos, controle das 
plantas in natura, das plantas obtifdas in vitro e do meio de cultura MS e SD.  Estes 
extratos brutos foram analisados por UHPLC-ESI-MS/MS e alguns constituintes 
detectados foram quantificados. Dentre os gêneros de bactérias e fungos isolados das 
plantas analisadas tem-se: Curtobacterium, Methylobacterium, Pantoea, 
Stenotrophomonas e Xanthomonas para bactérias e Cladosporium, Curvularia, 
Geosmithia e Lecanicillium para fungos. Nas análises por UHPLC-ESI-MS foram 
detectados halleridona, 8-hidroxi dunniona, 6-metoxi-7-hidroxi-2-metilantraquinona e 
calceolariosideo B na planta in natura, planta in vitro e co-cultura planta in vitro-
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microrganismos, com concentrações que variaram de 4,62 a >125,00 µg/mL. Estes 
resultados mostraram que as bactérias e fungos endofíticos são capazes de modular o 
metabolismo destas substâncias nas plantas estudadas.  
 
4.2.Introdução 
 
Os organismos vegetais não são entidades unitárias e são constituídos de múltiplos 
organismos em associação, seja outros organismos pluricelulares ou de organismos 
unicelulares e que contribuem para a homesostase (Hardoim et al., 2015). Uma destas 
associações são os microrganismos endofíticos, estes são entes vivos que fazem parte dos 
diferentes domínios da vida, sendo na maioria bactérias e fungos, que habitam no interior 
dos tecidos vegetais sem prejudicar ou comprometer a sua saúde (Nair e Padmavathy, 
2014; Ding et al., 2018). A associação microrganismo endofítico e planta é amplamente 
conhecida por trazer diferentes tipos de vantagens, como a defesa frente a fatores bióticos 
e abióticos externos ou internos, melhoramento no desenvolvimento e crescimento 
vegetal, plasticidade metabólica, dentre outras (Vinale et al., 2017). No entanto, pouco se 
conhece sobre o grau de interferência ou modulação metabólica dos microrganismos em 
simbiose com seus hospedeiros, sendo um campo de pesquisa a ser estudados buscando-
se melhor entender estas associações biológicas planta-endofito e a importância do 
microbioma em plantas (Strobel, 2018). A metodologia mais utilizada para estes 
propósitos são as co-culturas ou culturas mistas sintéticas, que se realizam entre diferentes 
organismos, permitindo a biossintes de diferentes metabólitos, incluindo moléculas que 
são produtos da ativação de genes que permanecem sem expressão (Chagas e Pupo, 2018; 
Tan et al., 2019).  
 
Entre os organismos vegetais com um incremento no interesse cientifico nas últimas 
décadas está o gênero Sinningia da família Gesneriaceae. Este é um gênero de plantas 
nativas do Brasil em sua maioria e tem seu metabolismo pouco estudado em termos de 
interação planta-endofito. Este crescente interesse se deve a diversidade de constituintes 
químicos já reportados para espécies de Sinningia, como antraquinonas, cromenos, 
flavonoides, naftoquinona e terpenoides, contendo algumas moléculas bioativas 
(Winefield et al., 2005; Verdan et al., 2009; 2010; 2013; 2014; 2015; 2015; 2017; Barbosa 
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et al., 2013; Souza et al., 2015; Scharf et al., 2016; Amorim et al., 2017; Soares et al., 
2017; Lomba et al., 2017; Yang et al., 2011; Seo et al., 2017; Tan et al., 2019). 
  
4.3.Objetivo 
 
Este estudo teve por objetivo o isolamento e identificação de bactérias e fungos 
endofíticos associados às lâminas foliares de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa, co-
cultivo sintético plantas in vitro-microrganismo endofítico selecionados e análise da sua 
influência no metabolismo destas plantas. 
 
4.4.Material e métodos   
 
Para a determinação dos fungos e bactérias endofíticas cultiváveis isolados das lâminas 
foliares de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa, grupo Fyfiana, foram usados meios 
de cultura especificos de microrganismos com metabolismo quimioorganoheterotroficos 
e cada microrganismo isolado foi identificado a nível de gênero usando caracterização 
morfológica macroscópica e microscópica e analises genéticas usando a regiões 16S e 
ITS do DNA ribossomal.  
 
4.4.1. Seleção do material vegetal 
 
Para o isolamento e identificação de bactérias e fungos endofíticos associados às lâminas 
foliares de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa vegetal foram utilizados os mesmos 
procedimentos descritos na análise da diversidade microbiana endofitica, com 
modificação, sendo este isolamento realizado somente no primeiro ano. 
 
4.4.2. Obtenção dos fungos e bactérias endofíticas  
 
As superfícies das folhas saudáveis e jovens selecionadas das espécies de Sinningia 
estudadas foram inicialmente submetidas a desinfeção externa. Para tanto, as folhas 
jovens foram lavadas com água e sabão por 5 minutos, descontaminadas usando solução 
de hipoclorito de sódio 0,75% v/v por 30 minutos e solução hidro-alcoólica 7:3 (v/v) por 
1 minuto e lavadas 3 vezes com solução tampão de fosfato estéril para a eliminação de 
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resíduos. Como medida preventiva foram tomadas alíquotas do tampão fosfato da última 
lavagem e foram semeadas em meios de cultura sólidos e líquidos como: Tripticase de 
Soja, Batata-Dextrose e Sabouraud-Dextrose por três a sete dias/28 ºC. Após o processo 
de limpeza e desinfecção superficial, foram realizados pequenos cortes das lâminas 
folhares em formato retangular e estes pedaços de folhas foram usados para a estimulação 
do crescimento dos microrganismos endofíticos nos meios de cultura específicos para a 
proliferação de bactérias e fungos como: TSA, PDA, ágar Sabouraud-Dextrose e MEA. 
As culturas foram mantidas no escuro a 28ºC±2 entre três a 15 dias. Os crescimentos dos 
fungos e bactérias endofíticas foram monitoradas, repicadas (até a obtenção das linhagens 
puras), codificadas e conservadas em glicerol al 25% a temperaturas de -80°C. Logo 
depois da obtenção e codificação dos microrganismos, estes foram organizados para os 
testes a segir, selecionando sete microrganismos por cada espécie de planta, cumprendo 
os requicitos de estabilidade celeular e tempo de crescimento.       
 
4.4.3. Caracterização macroscópica e microscópica de fungos filamentosos 
endofíticos  
 
A caracterização morfológica foi realizada utilizando o processo clássico para identificar 
o fungo filamentoso, mediante a combinação de características micro e 
macromorfológicas. Para a caracterização microscópica foi usada a técnica de 
microculturas nos meios de cultura MEA e PDA, além disso, como ferramenta 
complementar foi usada o método da fita adesiva transparente na observação 
microscópica. Por outro lado, na caracterização macroscópica a inoculação foi realizada 
em três punções nos meios de cultura solido ágar Sabouraud-Dextrose (SDA), ágar Batata 
Dextrose (PDA), ágar Sintético pobre em Nutrientes (SNA), ágar Aveia (OA),  ágar 
Czapek-Dox e ágar Extrato de Malta (MEA) e incubados a 25°C ± 2 por 7 dias, seguindo 
os trabalhos realizados por Bensch et al. (2012); Frisvad & Samson (2004).   
 
4.4.4. Caracterização macroscópica e microscópica de bactérias endofíticas 
 
A caracterização morfológica das bactérias endofíticas foi realizada usando as 
características macro e micro-morfológicas. Para a caracterização microscópica foi 
utilizada o método de coloração de Gram (Stach et al., 2003). Por outro lado, o 
113 
 
 
 
procedimento da descrição macroscópica das características morfológicas das colônias 
no meio de cultura agar tripticase de soja (TSA) em condições de crescimento de 25°C ± 
2 por 48/72 horas. 
 
4.4.5. Caracterização genética  
 
Para a identificação genética, buscou-se extrair o DNA genômico usando o método em 
pequena escala segundo método descrito por Cenis,1992 (modificado) para fungos e van 
Soolingen et al., 1993 (modificado) para bactérias. Seguidamente, amplificar o fragmento 
de DNA de interesse (região do ITS para fungos e 16S para as bactérias), os primers 
utilizados para os fungos ITS1 e ITS4, resultaram na amplificação de fragmentos 
aproximados de 600 pb (White et al., 1990); pelo contrário, os primers usados para as 
bactérias foram 10f, 765f, 1100r, e 1401r, produzindo um fragmento de aproximadamente 
1400 pb (Lane, 1991; Heuer et al., 1997). (Ver Tabela 4.1.) Consecutivamente, os 
fragmentos amplificados foram purificados e sequenciados no equipamento Aplied 
Biosystems 3500xL genetic analyzer do Departamento de Recursos Microbianos (DRM), 
no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA). Os 
fragmentos sequenciados de fungos e bactérias foram preparados usando Clustal X 2.0 e 
Bioedit 7.2.5 (Hall, 1999; Larkin et al., 2007). As sequências prontas foram comparadas 
na base de dados NCBI usando a ferramenta BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e no caso das bactérias foi usado Ezbiocloud 
(https://www.ezbiocloud.net/?bannerId=4). As sequências dos organismos relacionados 
à sequência do organismo desconhecido foram selecionadas por alinhamento nos 
programas Clustal X 2.0 e Bioedit 7.2.5, e as análises filogenéticas foram realizadas 
usando o programa MEGA versão X (Hall, 1999; Larkin et al., 2007; Kumar et al., 2018). 
A matriz da distância evolutiva foi calculada com o modelo kimura de 2 parâmetros e a 
árvore filogenética foi construída a partir do método Neighbor-Joining com análise 
estatística do valor de bootstrap de 1000 repetições (Kimura, 1980; Saitou & Nei, 1987).  
 
As sequências tipo obtidas das bases de dados usadas para construção das árvoes 
filogenéticas são: para os fungos. Cladosporium cycadicola CBS 137970 
(NR_156279.1), Cladosporium endophytica MFLUCC 17-0599 (NR_158360.1), 
Cladosporium exasperatum strain CBS 125986 (MH863865.1), Cladosporium 
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tenuissimum strain CBS 125995 (MH864840.1), Cladosporium verrucocladosporioides 
strain CBS 126363 (MH863939.1), Cladosporium xylophilum strain CBS 125997 
(MH863875.1), Curvularia petersonii BRIP 14642 (NR_158448.1), Curvularia 
warraberensis strain BRIP14817 (MH414909.1), Geosmithia microcorthyli CCF 3861 
(NR_137566.1), Geosmithia rufescens CCF 3752 (NR_137536.1), Lecanicillium 
antillanum CBS 350.85 (NR_111097.1), Lecanicillium araneicola NBRC 105407 
(NR_121208.1), e como outgroup Taphrina antarctica CCFEE 5198 (NR_132870.1). 
Para as bactérias: Curtobacterium albidum DSM 20512 (AM042692), Curtobacterium 
citreum DSM 20528 (X77436), Curtobacterium oceanosedimentum ATCC 31317 
(EF592577), Methylobacterium aquaticum strain GR16 16S (NR_025631.1), 
Methylobacterium indicum strain SE2.11 (NR_135210.1), Methylobacterium 
goesingense iEII3 (AY364020), Methylobacterium oryzae CBMB20 (CP003811), 
Methylobacterium platani strain PMB02 (NR_044211.1), Methylobacterium tarhaniae 
strain N4211 (NR_109649.1), Pantoea agglomerans DSM 3493 (AJ233423), Pantoea 
ananatis LMG 2665 (JMJJ01000010), Stenotrophomonas indicatrix WS40 (KJ452162), 
Stenotrophomonas lactitubi M15 (LT222224), Stenotrophomonas maltophilia MTCC 
434 (JALV01000036), Stenotrophomonas maltophilia strain ATCC 13637 
(NR_112030.1), Stenotrophomonas pavanii DSM 25135 (LDJN01000038), 
Xanthomonas campestris ATCC 33913 (AE008922), Xanthomonas vesicatoria ATCC 
35937 AEQV01000157, e como outgrup Aquifex pyrophilus strain Kol5a 
(NR_029172.1). 
 
Tabela 4.1. Primers usados na amplificação.  
Primer Uso Sequencia (5’ → 3’) Fabricante Referência 
10f *A/S GAGTTTGATCCTGGCTCAG Invitrogen Lane D. J., 1991 
765f S ATTAGATACCCTGGTAG 
MWG 
Biotech 
--- 
782r S ACCAGGGTATCTAATCCTGT 
MWG 
Biotech 
--- 
1100r A/S AGGGTTGCGCTCGTTG Sintetizado Turner et al., 1999 
1401r A/S CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG Sintetizado Heuer et al., 1997 
ITS1f A/S TCCGTAGGTGAACCTGCGG Sintetizado White et al., 1990 
ITS4r A/S TCCTCCGCTTATTGATATGC Sintetizado White et al., 1990 
* Amplificação (A) – Sequenciamento (S) 
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4.4.6. Obtenção das co-culturas sintéticas planta in vitro-mistura de microrganismos 
endofiticos 
 
As co-culturas sintéticas foram obtidas utilizando as plantas in vitro já estabelecidas como 
já descrito anteriormente nesta tese, e foram realizadas empregando a metodologia 
descrita por Smedsgaard, (1997), com modificações. Por tanto, nestas plantas in vitro 
foram inoculados nos tecidos foliares (riscadas previamente com uma agulha estéril) uma 
suspensão contendo a mistura ou pool de bactérias e fungos anteriormente isolados e 
identificados da respectiva especie de Sinningia em uma concentração final padronizada 
de cada micro-organismo de 1x104 bactérias/mL e de 1x103 esporos/mL para os fungos. 
Decorrido o período de incubação por período de 15 dias a 25±2°C em estufa BOD, com 
fotoperíodo claro-escuro de 12 h, estas co-culturas tiveram suas folhas separadas e foram 
submetidas à extração por maceração com redução de partícula e com banho de ultrassom 
por 15 min, utilizando como liquido extrator metanol (proporção biomassa; líquido 
extrator 1:20 m/v). Ápos filtração da biomassa e evaporação do liquido extrator por 
rotaevaporação foram obtidos os extratos brutos metanólicos. Este mesmo processo foi 
empregado para a obtenção do extrato metanólico dos controles (folhas das plantas in 
natura e as plantas in vitro e os meios de cultura utilizados no co-cultivo). Processo 
realizado em triplicata.        
 
4.4.7. Análises da modulação metabólica por microrganismos endofíticos por 
UHPLC-ESI-MS 
 
As análises da modulação metabólica por parte dos microrganismos endofíticos nas 
espécies de Sinningia foi realizada pela análise do perfil cromatográfico e análise 
quantitativa por UHPLC-ESI-MS dos extratos metanólicos. Foram analisados os extratos 
da planta in natura, planta in vitro, co cultura planta in vitro-microrganismos, co cultura 
de microrganismos nos meios MS e SD e dos controles de meio de cultura MS e SD. As 
análises quantitativas foram realizadas em cromatógrafo Acquity HClass da Waters 
acoplado com um espectrômetro de massas UHR-ESI-QqTOF Impact II da Bruker. 
usando uma coluna C18 BEH Waters Acquity (2.1 mm x 50 mm x 1.7 μm tamanho de 
partícula). A condições de análise foram: solvente A (água Milli Q + ácido fórmico 0.1%) 
e solvente B (metanol padrão UHPLC), a vazão foi de 0.2 mL/minuto, com um tempo 
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final de corrida de 12 minutos começando o gradiente de eleição com 5% de metanol até 
100% no minuto 9.0 mantendo a concentração do solvente até o minuto 10.0 e finalmente 
a partir de 10.1 minuto voltando a situação inicial e permanecendo até o minuto 12.0. A 
vazão foi de 0.2 mL/minuto.  
 
Na análise quantitativa foram utilizadas como amostras-padrão de referência oito 
substâncias isoladas previamente de espécies de Sinningia cedidas pela Profa. Dra. Maria 
Élida Alves Stefanello do Departamento de Química da UFPR: halleridona, 1-hidroxi-
tectoquinona, dunniol, 8-hidroxi-dunniona, 6-metoxi-7-hidroxi-2-metilantraquinona, 7-
hidroxi-6-metoxi-alfa dunniona, ácido betulinico e calceolariosideo B. Estas substâncias 
foram analisadas empregando amostras multielementares contendo cada uma das 
amostras-padrão em seis diferentes concentrações 125.00, 62.50, 31.25, 15.62, 7.81 e 
3.90 µg/mL. Assim foram obtidas curvas analíticas para cada uma das substâncias 
analisadas (ver figura suplementar 4.13).     
 
4.5.Resultados  
 
Fazendo uso de meios de cultura com diversas fontes nutricionais, mas não saindo do 
metabolismo quimioorganoheterotrofico, foram isolados fungos e bactérias a partir das 
plantas S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa. Os microrganismos foram caracterizados 
morfologicamente e geneticamente.  
 
4.5.1. Microrganismos endofíticos isolados de S. magnifica 
 
O isolamento dos fungos e bactérias endofíticas da planta S. magnifica levou a um total 
inicial de 13 cepas microbianas. No entanto, no momento da estabilização de cultura pura 
apenas três cepas fúngicas e quatro cepas de bactérias foram as que permaneceram com 
cultura constante e resistiram a conservação em glicerol e temperatura de -80°C. As 
bactérias receberam as denominações SM2, SM3, SM8 e SM9, e os fungos receberam as 
denominações SM4, SM6 e SM24-2. As cepas são descritas morfologicamente nas 
tabelas 4.2 e 4.3.    
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4.5.2. Microrganismos endofíticos isolados de S. schiffneri 
 
O isolamento dos fungos e bactérias endofíticas da planta S. schiffneri levou a um total 
inicial de 18 cepas microbianas. No entanto, no momento da estabilização de cultura pura 
apenas duas cepas fúngicas e cinco cepas de bactérias foram as que permaneceram com 
cultura constante e resistiram a conservação em glicerol e temperatura de -80°C. As 
bactérias receberam as denominações SS1, SS3, SS11, SS16 e SS18, e os fungos 
receberam as denominações SS4 e SS15. As cepas são descritas morfologicamente nas 
tabelas 4.2 e 4.3.    
 
4.5.3. Microrganismos endofíticos isolados de S. speciosa 
 
O isolamento dos fungos e bactérias endofíticas da planta S. speciosa levou a um total 
inicial de 17 cepas microbianas. No entanto, no momento da estabilização de cultura pura 
apenas duas cepas fúngicas e cinco cepas de bactérias foram as que permaneceram com 
cultura constante e resistiram a conservação em glicerol e temperatura de -80°C. As 
bactérias receberam as denominações SSP8, SSP10, SSP12, SSP14 e SSP17, e os fungos 
receberam as denominações SSP1 e SSP7. As cepas são descritas morfologicamente nas 
tabelas 4.2 e 4.3.    
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Tabela 4.2. Caracteristicas morfológicas no meio de cultura TSA das cepas bacterianas endofíticas isoladas das espécies Sininiga magnifica, 
Sinningia schiffneri e Sinningia speciosa.   
  
Planta 
Descrição 
Figuras 
Macroscópia Microscópia 
S. magnifica 
As cepas SM2 e SM3 apresentaram colônias 
puntiformes com coloração vermelha a rosa, 
circular, inteira e cremosa. A cepa SM8 apresentou 
colônias de coloração branca a bege, brilhante, 
circular, interilha, de tamanho médio e com textura 
cremosa. Por último, a cepa SM9 mostrou colónias 
de coloração bege, circular, grande, brilhante e 
convexa. 
As cepas SM2 e SM3 apresentaram bacilos 
alongados Gram-negativos com extremidade 
puntiforme. A cepa SM8 tem bacilos curtos 
Gram-negativos. A cepa SM9 mostraram-se 
como bacilos curtos Gram-positivas. 
Confirmados pela técnica de hidróxido de 
potássio (10% KOH). 
Suplementar 
4.1 e 4.11 
S. schiffneri 
A bactéria SS1, colônias inteiras, convexas, 
brilhantes, textura cremosa, com coloração 
predominantemente amarela e com diâmetro 
aproximado de 1 mm. As bactérias SS3 e SS11, 
colônias brancas-amarelas, brilhante, circular, 
inteira, textura cremosa e tamanho <1 mm de 
diâmetro (SS3) e entre 1 a 2 mm de diâmetro (SS11). 
A bactéria SS16 mostrou colônias de coloração de 
amarela, convexa, borda inteira, formato circular e 
diâmetro aproximado de 1 mm. A bactéria SS18, 
apresentaram coloração de vermelha a rosa, circular, 
borda inteira, textura cremosa, brilhante e convexa. 
A maioria das cepas de bactérias analisadas 
foram bacilos curtos e largos Gram negativos 
com exceção da cepa SS11 com Gram positivo, 
sendo esta característica do Gram confirmada 
utilizando a técnica de hidróxido de potássio 
(10% KOH). 
Suplementar 
4.2 e 4.11 
S. speciosa 
A cepa SSP8 apresentou colônias amarelas, 
brilhantes, circular, inteira, textura cremosa. 
Enquanto as cepas bacterianas SSP10, SSP12 e 
SSP14 mostrarem colônias de cor branco amarelado, 
brilhante, circular, convexas e inteiro. Por último, a 
cepa bacteriana SSP17 apresentam colônias de 
coloração amarelo claro, convexa, borda inteira e 
forma circular. 
A maioria das cepas bacterianas analisadas se 
apresentaram como bacilos Gram negativos, 
curtos e largos, com exceção a cepa SSP8 que foi 
Gram positiva. Para a confirmação destas 
características do Gram foi empregada a técnica 
de hidróxido de potássio (10% KOH) 
Suplementar 
4.3 e 4.11 
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Tabela 4.3. Caracteristicas morfológicas nos meiosde cultura PDA, SDA, MEA, OA, Czapeck e SNA das cepas fungicas endofíticas isoladas das 
espécies Sininiga magnifica, Sinningia schiffneri e Sinningia speciosa.    
Cepa 
Descrição 
Figuras 
Macroscópia 
Microscópia 
Formato Cor Tamnho (mm) 
Características 
especiais 
SM4 
As colônias acrescentaram formatos 
circulares com margens inteiras 
excetuando no PDA e SDA que tem 
margens irregulares, a textura no 
lado anverso em geral tem sensação 
aveludadas, mas em MEA 
parcialmente tinha textura lisa 
brilhante, no lado reverso as colônias 
foram lisas com exceção de PDA e 
SDA por apresentar fendas. 
Cinzento-verde com borda 
branca a translucida. No 
reverso castanho-preto com 
bordas brancas. 
Colônias não 
ultrapassaram 25 
mm. exceto no 
meio OA, onde 
atingiu 32 mm. 
Sem exudatos. 
Conidióforos com superfície 
rugosa, triverticiliada, fiálides 
cilíndricas curtas e conídios 
elipsoidal ou cilíndrico com 
cicatrizes coronais e formados 
cadeia curta, as hifas 
ligeiramente pigmentadas e 
septadas. 
Suplementar 
4.4 e 4.12 
SM6 
Formato circular, borda inteira 
(excetuando PDA e SDA que 
possuem bordas irregulares), a 
textura das colônias são aveludadas 
lisas (excluir-se PDA e SDA que 
evidenciam elevações do tipo 
Umbonado no anverso e fendas no 
reverso, e Czapeck-Dox que tem a 
colônia lisa brilhante com centro 
aveludado. 
Verde acinzado como borda 
branca e translucida como 
no reverso preto e castanha 
com borda branca 
translucida. 
Diametro 17-23. Sem exudatos. 
Mostraram conidióforos 
laterais e terminais, fiálides 
cilíndricas longos e cadeia de 
conídios ovales com cicatrizes 
coroais nos extremos, hifas 
septadas com superfície 
irregular e pigmentadas. 
Suplementar 
4.5 e 4.12 
SM24-2 
Em PDA, forma circular, textura 
filamentosa, e elevação umbonada. 
Em SDA, forma circular, textura 
filamentosa, borda inteira e elevação 
umbonada. Em MEA, textura 
aveludada, elevação umbonada e 
margem inteira. Em OA, colônias 
inteiras, textura aveludada e elevação 
umbonada. Em Czapeck-Dox e SNA, 
inteira, filamentosa e umbonada. 
Em PDA, é branco acinzado 
e centro negro. No reverso o 
centro é preto finalizando a 
laranja. Em SDA, é branca 
com tonalidade rosa. no 
reverso o centro é marrão 
mudando a laranja com 
borda branca. Em MEA, é 
branca.  No reverso é laranja 
clara a branca. Em OA, 
marrão-alaranjado com 
Diâmetros entre 
40-55 mm. 
Czapeck-Dox e 
SNA tem 
diâmetros entre 
15 e 22 mm. 
Sem exudatos. 
Conidióforos geniculados 
suportados por septos e a 
presença de conídios curvos, 
com tres a quatro septos 
transversos. 
Suplementar 
4.6 e 4.12 
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bordas brancas. no reverso 
de cor laranja com borda 
branca.  Em Czapeck-Dox, é 
branca translucida. No 
reverso translucida. 
SS4 
As colônias acrescentaram formatos 
circulares com margens inteiras, 
excetuando no ágar Czapeck e SNA 
que tem margens irregulares, a 
textura em geral tem sensação 
aveludadas e pulverulenta. 
verde-cinza e branca com 
bordas brancas. No reverso 
castanho escuro, preto e 
amarelo com bordas 
brancas. 
22 a 33 mm, 
exceto em 
Czapeck e SNA, 
com 
aproximadamente 
10 a 15 mm. 
Exsudato nos 
meios de cultura 
AO e SNA. 
Conidióforos com superfície 
rugosa, triverticiliada, fiálides 
cilíndricas curtas e conídios 
elipsoidal ou cilíndrico com 
cicatrizes coronais e formados 
cadeia curta, as hifas 
ligeiramente pigmentadas e 
septadas. 
Suplementar 
4.7 e 4.12 
SS15 
Nos meios PDA, SDA e MEA as 
colônias com elevação umbiculada 
com bordas irregulares e textura 
filamentosa, e pelo contrário, nos 
outros meios as colônias tinham 
elevação umbiculada com bordas 
inteiras e textura de algodão. 
Colônias brancas tanto no 
anverso como no reverso. 
Colônias não 
ultrapassarem 20 
mm de diâmetro. 
Sem exudatos. 
Hifas e conidióforos hialinos, 
septados e com fialides 
produtoras de conídios sem 
cadeia e conídios ovalados com 
centro afundado. 
Suplementar 
4.8 e 4.12 
SSP1 
As colônias acrescentaram formatos 
circulares com margens inteiras e 
irregulares, a textura tem sensação 
aveludadas e pulverulenta, e no 
reverso as colônias foram lisas na 
maioria com exceção em PDA e 
SDA por apresentar fendas. 
Verde-cinza e amareladas 
com bordas brancas, no 
reverso castanho escuro e 
preto com bordas brancas. 
Entre 25 a 35 
mm, exceto em 
Czapeck e SNA, 
onde atingem 
aproximadamente 
12 a 20 mm. 
Sem exudatos. 
Conidióforos com superfície 
rugosa, triverticiliada, fiálides 
cilíndricas curtas e conídios 
elipsoidal ou cilíndrico com 
cicatrizes coronais e formados 
cadeia curta, as hifas 
ligeiramente pigmentadas e 
septadas. 
Suplementar 
4.9 e 4.12 
SSP7 
As colônias mostraram-se circulares, 
com margens inteiras, textura de 
algodão, aveludado, pulverulenta e 
dura. 
Rosa e branco no anverso e 
laranja, branco e translúcido 
no lado reverso. 
O maior diâmetro 
observado no 
meio SDA entre 
25 a 30 mm e o 
menor diâmetro 
registrado no 
meio Czapeck 
entre 10 a 15 mm. 
Exopigmentação 
vermelha e 
amarela. 
Conidióforo com superfície 
rugosa, pigmentada, septada, 
triblofilada, cilíndrica e 
conídios em cadeia. Os esporos 
apresentaram uma forma oval 
(limão), superfície ligeiramente 
rugosa e pigmentada. As hifas 
septadas, ásperas e 
pigmentadas. 
Suplementar 
4.10 e 4.12 
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4.5.4. Identificação genética das cepas bacterinas endofíticas isoladas das espécies 
de Sinningia 
 
As 14 cepas bacterianas endofíticas isoladas das lâminas foliares de S. magnifica, S. 
schiffneri e S. speciosa foram identificadas geneticamente em nível de gênero usando a 
região do 16S do DNAr, onde as sequencias foram comparadas com as bases de dados do 
NCBI e Ezbiocloud. Os dados obtidos foram utilizados para construir uma árvore 
filogenética pelo método de Neighbor joining com análise estatística do valor de bootstrap 
de 1000 repetições (Figura 4.1). Na arvore construída foram obtidos cinco agrupamentos 
dentro dos filos Proteobacteria e Actinobacteria. O grupo do filo Proteobacteria 
compreende duas classes filogenéticas onde estão distribuídas as cepas bacterianas 
isoladas. A classe Gamaproteobacteria compreende os gêneros bacterianos 
Stenotrophomonas (SM8, SS3, SS16, SSP10, SSP12 e SSP16), Xanthomonas (SS1), e 
Pantoea (SSP17) e a classe Alphaproteobacteria contém o gênero Methylobacterium 
(SM2, SM3 e SS18). No grupo pertencente ao filo Actinobacteria teve-se o gênero 
Curtobacterium (SM9, SS11 e SSP8) e, apesar de todos os agrupamentos das cepas 
bacterinas isolas pertencerem ao mesmo gênero, não foi possível achar coincidências de 
que se trate do mesmo organismo, sugerindo que as cepas do mesmo gênero são de 
espécies diferentes.            
122 
 
 
 
     
Figura 4.1. Cladograma das relações filogenéticas das espécies bacterianas endofíticas   
isoladas das lâminas foliares das espécies S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa 
baseadas do gene 16S do RNA ribossomal. A árvore filogenética foi construída usando o 
método Neighbor-joining com análises de bootstrap de 1000 repetições e sequencias tipo 
mais próximas. A cepa tipo Aquifex pyrophilus foi utilizada como outgrup. 
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4.5.5. Identificação genética das cepas fúngicas endofíticas isoladas das espécies de 
Sinningia 
 
As sete cepas fúngicas endofíticas isoladas das lâminas foliares de S. magnifica, S. 
schiffneri e S. speciosa foram identificadas geneticamente em nível de gênero usando a 
região do ITS do DNAr, onde as sequências foram comparadas com as bases de dados do 
NCBI. Os dados obtidos foram utilizados para construir uma árvore filogenética pelo 
método de Neighbor joining com análise estatística do valor de bootstrap de 1000 
repetições (Figura 4.2). Na árvore construida se agruparam quatro grupos de gêneros 
fúngicos pertencentes ao filo Ascomycota, dentre estes os gêneros Cladosporium (SM4, 
SM6, SS4 e SSP1), Lecanicillium (SS15), Geosmithia (SSP7) e Curvularia (SM24-2).  
Os resultados obtidos de afinidade de relacionamento a nível de gênero foram de 99 a 
100% de similaridade.  
 
 
Figura 4.2. Cladograma das relações filogenéticas das espécies fúngicas endofíticas   
isoladas das lâminas foliares das espécies S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa 
baseadas do gene RNA ribossomal ITS. A árvore foi filogenética foi construída usando o 
método Neighbor-joining com análises de bootstrap de 1000 repetições e sequencias tipo 
mais próximas. A cepa tipo Taphria antarctica foi utilizada como outgrup. 
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4.5.6. Análise dos constituintes metabólicos por UHPLC-ESI-MS 
 
A análise da influência microbiana no metabolismo das espécies vegetais de Sinningia 
estudadas possibilitou detectar e quantificar por UHPLC-ESI-MS algumas substâncias já 
isoladas de outras espécies de Sinningia (Tabela suplementar 4.1). Os cromatogramas 
com o perfil cromatográfico das plantas (in natura e in vitro), das co-culturas e dos 
controles são apresentados nas figuras 4.3, 4.4 e 4.5. Os resultados destas análises 
indicaram que das oito substâncias utilizadas como amostras-padrão foram detectadas 
quatro, incluindo a halleridona, a 8-hidroxi-dunniona, a 6-metoxi-7-hidroxi-2-
metilantraquinona e o calceolariosideo B (Tabela 4.4). O limite de quantificação foi de 
4,60 µg/mL e o limite de detecção 3,90 µg/mL A substância com maior incidência nas 
amostras de planta in natura, planta in vitro e na co-cultura sintética da planta in vitro-
microrganismo endofitico foi o glicosídeo fenólico calceolariosideo B, com 
concentrações que variaram de 4,62 a >125.00 µg/mL.  
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Tabela 4.4. Análise quantitativa por UHPLC-ESI-MS de alguns constituintes químicos presentes nos extratos metanólicos brutos de S. magnifica, 
S. schiffneri e S. speciosa: plantas in natura, plantas in vitro e co-cultura das plantas in vitro junto a misturas das bactérias e fungos endofíticos. 
*Substâncias previamente isoladas das espécies de Sinningia utilizadas como amostras-padrão; **não detectado (--); S. magnifica (SM), S. 
schiffneri (SS) e S. speciosa (SSP); co-cultura das plantas in vitro com a mistura dos fungos e bactérias endofíticas cultiváveis isolados de cada 
planta.  Análises realizadas em duplicata. 
 
 
 
 
*Compostos m/z  
m/z 
[M+H]+ 
Tempo 
de 
retenção 
(minutos) 
Amostras (µg•mL-1) 
Planta in natura Planta in vitro 
Planta in vitro + 
Mix de endofiticos 
SM SS SSP SM SS SSP SM SS SSP 
Halleridona 154.0629 155.1179 0.4 **-- -- -- 10.52 27.39 -- 41.87 17.25 25.00 
1-hidroxi tectoquinona 238.0629 239.0702 8.7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
Dunniol 242.2698 243.1014 6.8 -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
8-hidroxi-dunniona 258.2692 259.0959 7.1 -- 6.08 -- -- -- -- -- 4.62 -- 
6-metoxi-7-hidroxi-2-
metilantraquinona 
268.0735 269.0781 7.4 -- -- 39.44 -- -- 6.29 -- -- 13.25 
6-metoxi-7-alfa dunniona 288.2952 289.1065 6.8 -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
Ácido betulinico 456.3603 457.3505 10.0 -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
Calceolariosideo B 478.1475 479.1548 4.7 121.50 >125.00 54.29 43.24 40.04 32.61 43,22 19.30 50.88 
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Figura 4.3. Comparação dos perfis cromatográficos por UHPLC-ESI-MS/MS dos extratos brutos metanolicos das folhas de S. magnifica de planta 
in natura SM, planta in vitro SM, co-cultura planta in vitro e mistura de microrganismos endofíticos SM, co-culturas entre microrganismos SM 
nos meios Murashige & Skoog (MS) e Sabouraud-Dextrose (SD), mistura de substâncias padrão, branco (metanol) e controles dos meios de cultura 
MS e SD. A.  Halleridona, B. Calceolariosideo B. 
0 2 4 6 8 10 Time [min]
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
5x10
Intens.
Planta in natura SM.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Planta in vitro SM.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
Planta in vitro + Mix SM.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Mix SM MS.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
Mix SM SD_.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Controle Padrão.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
massas\Controle solvente: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Controle MS.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
Controle SD.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
A B 
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Figura 4.4. Comparação dos perfis cromatográficos por UHPLC-ESI-MS/MS dos extratos brutos metanolicos das folhas de de S. shiffineri planta 
in natura SS, planta in vitro SS, co-cultura planta in vitro e mistura de microrganismos endofíticos SS, co-culturas entre microrganismos SS nos 
meios Murashige & Skoog (MS) e Sabouraud-Dextrose (SD), mistura de substâncias padrão, branco (metanol) e controles dos meios de cultura 
MS e SD. A.  Halleridona, B. Calceolariosideo B, C. 8-hidroxi-dunniona. 
0 2 4 6 8 10 Time [min]
0.0
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5x10
Intens.
Planta in natura SS.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Planta in vitro SS.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
Planta in vitro + Mix SS.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Mix SS MS.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
Mix SS SD.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Controle Padrão.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
massas\Controle solvente: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Controle MS.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
Controle SD.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
A B C 
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Figura 4.5. Comparação dos perfis cromatográficos por UHPLC-ESI-MS/MS dos extratos brutos metanolicos das folhas de S. speciosa planta in 
natura SSP, planta in vitro SSP, co-cultura planta in vitro e mistura de microrganismos endofíticos SSP, co-culturas entre microrganismos SSP 
nos meios Murashige & Skoog (MS) e Sabouraud-Dextrose (SD), mistura de substâncias padrão, branco (metanol) e controles dos meios de cultura 
MS e SD. A.  Halleridona, B. Calceolariosideo B, C. 6-metoxi-7-hidroxi-2-metilantraquinona. 
0 2 4 6 8 10 Time [min]
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5x10
Intens.
Planta in natura SSP.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Planta in vitro SSP.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
Planta in vitro + Mix SSP.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Mix SSP MS.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
Mix SSP SD.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Controle Padrão.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
massas\Controle solvente: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS Controle MS.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
Controle SD.d: BPC 215.0000-2000.0000 +All MS
A B C 
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4.6. Discussão  
 
As plantas são organismos multicelulares com sistemas estruturais complexos e com 
extensos recursos metabólicos, sendo expostas às condições bióticas e abióticas do 
ambiente, com dificuldades que, muitas vezes, esses organismos precisam superar, 
forçando-os a não ser uma entidade única e interagirem com organismos externos e 
internos, implementando relacionamentos intricados que vão do mutualismo à 
patogenicidade (Hardoim et al., 2015). Entre essas interações estão as associações com 
os microrganismos endofíticos, organismos residentes não nocivos (pertencentes aos 
táxons de arqueias, bactérias, fungos e protistas), que envolvem uma estreita associação 
metabólica que participam do desenvolvimento, crescimento, adaptação e diversificação 
metabólica (Hardoim et al. 2015; Chagas e Pupo, 2018). Portanto, as plantas enquanto 
um nicho ecológico com várias comunidades microbianas endofíticas, têm comunicação 
metabólica, apresentando estas interações planta-endófito, um importante papel na 
produção de produtos do metabolismo primário e/ou secundário, ajudando a induzir a 
ativação ou desativação de grupos específicos de genes das espécies envolvidas (Netzker 
et al., 2015).  
 
Nos últimos anos, a importância do estudo de comunidades endofíticas levou ao 
desenvolvimento de co-cultura sintética de microrganismos para formular artificialmente 
nichos ecológicos competitivos, abrindo um novo campo de possibilidades metabólicas. 
Técnicas in vitro anteriormente utilizadas na forma de monoculturas microbianas 
impossibilitavam a expressão de grande parte dos genes que perdem o potencial de 
riqueza metabólica. As técnicas empregadas atualmente com o emprego de novos 
métodos que envolvem misturas de microrganismos ou policulturas que beneficiam o 
acesso de genes que podem codificar novos metabólitos, produtos competitivos e/ou 
auxiliar com assistência ao espaço e a nutrientes (Marmann et al., 2014; Vinale et al., 
2017; Chagas e Pupo, 2018; Tan et al., 2019). Nesse sentido, este trabalho possibilitou 
isolar e identificar os fungos e bactérias endofíticas das lâminas foliares de S. magnifica, 
S. schiffneri e S. speciosa e usar coculturas mistas para determinar sua influência no 
metabolismo de folhas de plantas. Ao todo sete linhagens de fungos e quatorze linhagens 
de bactérias foram isoladas, estabelecidas e identificadas, utilizando técnicas de cultura 
sólida, criopreservação e estudo de morfologia e analise de DNA. Em S. magnifica foram 
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isoladas três linhagens de fungos correspondentes a duas espécies de Cladosporium (SM4 
e SM6) e uma de Curvularia (SM24-2). Os resultados morfológicos mostraram 
características típicas dos gêneros e se complementaram muito bem com os resultados 
obtidos na análise da região ITS, corroborando completamente as identidades desses 
microrganismos no nível de gênero. O mesmo ocorreu com as demais linhagens de fungos 
das outras espécies de S. schiffneri e S. speciosa, obtendo duas linhagens para cada planta 
que envolvem os gêneros Cladosporium (SS4 e SSP1), Lecanicillium (SS15) e 
Geosmithia (SSP7). Em particular, esses gêneros mencionados acima fazem parte do 
grupo Ascomycota, um grupo taxonômico amplamente reconhecido por ter isolados 
endofíticos de partes aéreas de plantas nos últimos anos (Hardoim et al., 2015). Além 
disso, tem sido relatado que esses gêneros também ocorrem em algumas plantas como 
oportunistas ou fitopatogênicas, demonstrando a versatilidade nas relações que esses 
fungos têm (Paul e Yu, 2008; Sitz et al., 2017; Kaaniche et al., 2019). No entanto, sabe-
se que o gênero Lecanicillium é um fungo entomopatogênico, geralmente associado a 
plantas capazes de participar na defesa contra insetos herbívoros (Gurulingappa, McGee 
e Sword, 2011).  
 
Ao contrário dos resultados dos fungos e usando uma metodologia semelhante que 
envolve análise morfológica e de genes RNA ribossomal 16S, quatro cepas bacterianas 
correspondentes ao gênero Methylobacterium (SM2 e SM3), Stenotrophomonas (SM8) e 
Curtobacterium (SM9) foram isoladas e identificadas de S. magnifica. Nas outras 
espécies S. schiffneri e S. speciosa o resultado foi semelhante, abrangendo cinco cepas 
bacterianas para cada uma, com gêneros como Xanthomonas (SS1), Stenotrophomonas 
(SS3, SS16, SSP10, SSP10 e SSP16), Pantoea (SSP17), Methylobacterium (SS18) e 
Curtobacterium (SS11 e SSP8). Foi observado que todas as cepas bacterianas isoladas e 
identificadas destas três espécies de Sinningia são endofíticas em outras plantas e também 
é reconhecido que os grupos às quais pertencem são endofíticos concomitantes, embora 
sejam na maioria oportunistas (Hardoim et al., 2015). Em todos os casos, não foi possível 
confirmar a identificação a nível de espécie devido às limitações das técnicas utilizadas 
neste estudo, mas isto não interferiu na finalidade e objetivo do presente estudo. 
 
Assim, após o isolamento e identificação das cepas bacterianas e fúngicas endofíticas, 
buscou-se determinar a influência destes endófitos no metabolismo das plantas em que 
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estiveram associadas. Nesta abordagem foram utilizadas amostras padrão previamente 
isoladas de espécies do gênero Sinningia em análise por UHPLC-ESI-MS/MS. Nestas 
análises, para obter extratos brutos em metanol das folhas de cada uma das plantas in 
natura (estufa), das plantas in vitro, das folhas de plantas in vitro em cocultura sintética 
com uma mistura dos microrganismos cultiváveis isolados da mesma espécie da planta, 
cocultura de microrganismos da mistura nos meios de cultura líquidos Murashige & 
Skoog (MS) e Sabouraud-Dextrose (SD) e controle dos meios de cultura para avaliar a 
interferência dos meios MS e SD. É importante se ressaltar que essas substâncias 
analisadas como amostras-padrão não são exclusivos de espécies de Sinningia, mas 
também já foram isolados da filosfera, da endosfera e/ou da rizosfera de outras plantas 
(Dimmer et al., 2017; Liu et al., 2017; Seo et al., 2017). Os resultados sugerem que nas 
co-culturas de microrganismos em meio líquido não foi possível detectar as moléculas 
padrão analisadas neste estudo, sugerindo que esses microrganismos na mistura podem 
não produzem essas substâncias, em contraste com os resultados das análises das co-
culturas de plantas in vitro com os microrganismos endofiticos, que possibilitaram a 
detecção e verificou-se que a interação planta-endofito pode modular positivamente ou 
negativamente alguns destes metabolitos analisados.  
 
4.7. Conclusão 
 
Os resultados mostraram que as bactérias endofiticas cultiváveis isoladas das lâminas 
foliares de S. magnifica, S. schiffneri e de S. speciosa pertencem aos gêneros 
Curtobacterium, Methylobacterium, Pantoea, Stenotrophomonas e Xanthomonas, 
enquanto os fungos pertencem aos gêneros Cladosporium, Curvularia, Geosmithia e 
Lecanicillium.  Dos constituintes detectados nos extratos metanólicos analisados por 
UHPLC-ESI-MS foram quantificados a halleridona, a 8-hidroxi-dunniona, a 6-metoxi-7-
hidroxi-2-metilantraquinona, e o calceolariosideo B, com o teor destas substâncias sendo 
modulado pela associação planta in vitro-mistura de microrganismos endofiticos a ela 
associados. 
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4.9. Material suplementar 
 
 
Figura suplementar 4.1. Bactérias endofíticas isoladas de S. magnifica no meio TSA. A. SM2, B. SM3, C. SM8, D. SM9. Anverso (ANV) 
e reverso (REV). 
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Figura suplementar 4.2. Bactérias endofíticas isoladas de S. schiffneri no meio TSA. A. SS1, B. SS3, C. SS11, D. SS16, E. SS18. Anverso (ANV) 
e reverso (REV). 
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Figura suplementar 4.3. Bactérias endofíticas isoladas de S. speciosa no meio TSA. A. SSP8, B. SSP10, C. SSP12, D. SSP14, E. SSP17. Anverso 
(ANV) e reverso (REV). 
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Figura suplementar 4.4. Endófito SM4. A. PDA, B. Agar Sabouraud-Dextrose, C. MEA, D. AO, E. Agar Czapeck, F. SNA. Anverso (ANV) 
e reverso (REV). 
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Figura suplementar 4.5. Endófito SM6. A. PDA, B. Agar Sabouraud-Dextrose, C. MEA, D. AO, E. Agar Czapeck, F. SNA. Anverso (ANV) e 
reverso (REV). 
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Figura suplementar 4.6. Endófito SM24-2. A. PDA, B. SDA, C. MEA, D. OA, E. Agar Czapeck, F. SNA. Anverso (ANV) e reverso (REV). 
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Figura suplementar 4.7. Endófito SS4. A. PDA, B. Agar Sabouraud-Dextrose, C. MEA, D. AO, E. Agar Czapeck, F. SNA. Anverso (ANV) e 
reverso (REV). 
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Figura suplementar 4.8. Endófito SS15. A. PDA, B. Agar Sabouraud-Dextrose, C. MEA, D. AO, E. Agar Czapeck, F. SNA. Anverso (ANV) e 
reverso (REV). 
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Figura suplementar 4.9. Endófito SSP1. A. PDA, B. Agar Sabouraud-Dextrose, C. MEA, D. AO, E. Agar Czapeck, F. SNA. Anverso (ANV) e 
reverso (REV). 
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Figura suplementar 4.10. Endófito SSP7. A. PDA, B. Agar Sabouraud-Dextrose, C. MEA, D. AO, E. Agar Czapeck, F. SNA. Anverso (ANV) e 
reverso (REV). 
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Figura suplementar 4.11. Morfologia microscópica com coloração Gram das bactérias endofíticas isolados das espécies espécies de S. magnifica, 
S. schiffneri e S. speciosa: A. SM2, B. SM3, C. SM8, D. SM9, E. SS1, F. SS3, G. SS11, H. SS16, I. SS18, J. SSP8, K. SSP10, L. SSP12, M. SSP14 
e N. SSP17. Barra 10 μm. 
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Figura suplementar 4.12. Morfologia microscópica dos fungos filamentosos endofíticos isolados das espécies de S. magnifica, S. schiffneri e S. 
speciosa: A. SM4, B. SM6, C. SM24-2, D. SS4, E. SS15, F. SSP1, e G. SSP7. Barra 10 μm. 
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Figura suplementar 4.13. Gráficos com as informações da equação da reta na análise do teor dos constituintes detectados nos extratos brutos 
metanolicos analisados (duplicata). 
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Tabela suplementar 4.1. Dados da análise quantitativa por UHPLC-ESI-MS de alguns constituintes químicos isolados das espécies de Sinningia 
presentes nos extratos brutos metanolicos de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa plantas in natura, plantas in vitro, co-cultura das plantas in 
vitro junto a misturas dos fungos e bactérias endofíticas, e co-cultura dos fungos e bactérias endofíticas em mistura nos meios de cultura MS e SD.  
*A: área; [ ]: teor, concentração µg/mL; m: media da concentração; S: desvio padrão. S. magnifica (SM), S. schiffneri (SS) e S. speciosa (SSP). -: substância não detectada     
 
Amostra 
Halleridona 8-hidroxi-dunniona  6-metoxi-7-hidroxi-2-metilantraquinona Calceolariosideo B 
Amostra 1 Amostra 2  
M S 
Amostra 1 Amostra 2  
M S 
Amostra 1 Amostra 2  
m S 
Amostra 1 Amostra 2  
M S 
A [ ] A [ ] A [ ] A [ ] A [ ] A [ ] A [ ] A [ ] 
Planta in natura SM -- -- -- -- -- -- 6678,5 6,26 6505,2 5,91 6,08 0,06 -- -- -- -- -- -- 11558 110,43 11875 132,58 121,50 245,24 
Planta in natura SS -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 13310,4 126,28 14062,1 156,57 141,42 458,53 
Planta in natura SSP -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 24495,9 41,26 20722,9 37,61 39,44 6,65 5525,7 55,86 4595 52,73 54,29 4,91 
Planta in vitro SM 1259,7 12,38 905,47 8,67 10,52 6,89 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 4370 45,41 3530,96 41,06 43,24 9,46 
Planta in vitro SS 3128,3 30,21 2644,5 24,57 27,39 15,92 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 3828,4 40,51 3394,5 39,56 40,04 0,45 
Planta in vitro SSP -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 2381,1 4,55 3352,7 8,05 6,29 6,12 3034,5 33,33 2694,7 31,89 32,61 1,04 
Planta in vitro + 
MIX SM 
4744,3 45,63 4125,8 38,11 41,87 28,27 2069,7 4,87 1274,9 4,37 4,62 0,12 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
Planta in vitro + 
MIX SS 
2300,2 22,31 1290,7 12,19 17,25 51,19 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 1954,2 23,56 1159,2 15,05 19,30 36,21 
Planta in vitro + 
MIX SSP 
3053 29,49 2199,8 20,51 25,00 40,41 -- -- -- -- -- -- 6445 11,29 7558,5 15,21 13,25 7,65 4903 50,23 4484,5 51,52 50,88 0,83 
MIX SM MS -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
MIX SM SD -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
MIX SS MS -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
MIX SS SD -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
MIX SSP MS -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
MIX SSP SD -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
Controle MS -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
Controle SD -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
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CAPITULO 5 
 
5. Avaliação da atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos metanólicos de 
plantas in natura, plantas in vitro e de co-culturas sintéticas planta in vitro-
microrganismo endofítico de Sinningia magnifica, Sinningia schiffneri e 
Sinningia speciosa e análise quimiométrica (PCA e PLS) do potencial metabólico 
por ESI-MS dos extratos bioativos 
 
5.1. Resumo 
 
O entendimento ao comportamento metabólico das plantas envolve diferentes fatores, 
como as condições físico-químicas, as associações biológicas, recursos genéticos, entre 
outros. Quanto mais próximos estamos em mimetizar essas condições, mais aprofundado 
vai ser o conhecimento, abrindo portas a manipulação e predições metabólicas.  Neste 
sentido, este estudo teve por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante de 
extratos metanólicos de plantas in natura, plantas in vitro e de co-culturas sintéticas planta 
in vitro-microrganismo endofítico de Sinningia magnifica, Sinningia schiffneri e 
Sinningia speciosa e análise quimiométrica (PCA e PLS) do potencial metabólico por 
ESI-MS dos extratos bioativos. Os resultados indicaram que as co-culturas efetivamente 
influenciaram no metabolismo das plantas, principalmente as co-culturas de S. schiffneri. 
Os extratos metanólicos das plantas in natura e in vitro, dos microrganismos endofiticos 
cultiváveis e das co-culturas planta in vitro-endofito e das co-culturas entre 
microrganismos endiofiticos obtidos de cada planta mostraram diferentes respostas em 
termos de bioatividade, sendo verificados extratos que apresentaram atividade 
antimicrobiana, antioxidante e pro-oxidante e outros que não foram foram ativos. As 
atividades biológicas foram variadas, sendo muito promissoras as atividades 
antioxidantes na maioria das co-culturas, principalmente para os extratos relacionados a 
S. magnifica. Quanto a atividade antimicrobiana só foi detectada nos extratos de S. 
magnifica frente as cepas Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Candida 
albicans. Este estudo indica que o metabolismo das espécies de Sinningia estudadas em 
condições de co-cultura pode ser plástico ou maleável. Pode-se concluir que as bactérias 
e fungos endofíticos associados às lâminas foliares de cada uma das três espécies de 
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Sinningia estudadas são capazes de modular o metabolismo vegetal, em termos de 
constituintes químicos e de bioatividade, dependendo das combinações obtidas das 
culturas mistas sintéticas planta-endófito, mostrando o impacto dos endófitos na 
biossíntese de substâncias bioativas quando associados à endosfera vegetal.    
 
5.2.Introdução 
 
Os estudos na biotecnologia vegetal atual, estão focados na busca de mimetizar 
sinteticamente os ambientes naturais das plantas, incluindo suas interações biológicas 
(Goers, Freemont e Polizzi, 2014). Para isto, o método, mais amplamente usado tem sido 
as policulturas ou culturas mistas, onde se procura estimular a ativação de vias 
metabólicas que em monoculturas normalmente não são expressas (Asis e Adachi, 2005; 
Wu et al., 2008; Schmidt et al., 2011; Chagas, Dias e Pupo, 2013). Esta forma de pensar 
estimula o entendimento mais aprofundado do comportamento das plantas e poder 
aproveitar ao máximo do potencial biotecnológico que estas podem oferecer.  Assim, 
plantas em co-cultura com microrganismos podem se tornar fontes metabólicas 
importantes (Goers, Freemont e Polizzi, 2014).    
 
A família Gesneriaceae é um grupo de plantas amplamente conhecido por produzir belas 
flores para uso ornamental, mas deste grupo tem sido isoladas substâncias de diferentes 
classes químicas, incluindo, flavonoides, glicosídeos fenólicos, quinonas, terpenos e 
esteroides, muitas com atividades biológicas, incluindo atividade antioxidante, 
antimicrobiana anti-inflamatória, analgésica e antiproliferativa para linhagens de células 
tumorais (Kagawa et al., 2003; Verdan et al., 2010; Yang et al., 2011; Verdan e Stefanello, 
2012; Barbosa et al., 2013; Souza et al., 2015; Seo et al., 2017; Hasing et al., 2019; Silva 
et al., 2019). No entanto, poucas espécies de Sinningia Nees (Gesneriaceae) foram 
estudadas em termos químicos e não é conhecida a diversidade de microrganismos 
endofíticos a elas associada e o impacto de endófitos na biossíntese de substâncias 
bioativas e na bioatividade dos extratos de plantas deste táxon vegetal. 
. 
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5.3.Objetivo 
 
Este estudo teve por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro de 
extratos metanólicos de plantas in natura, plantas in vitro e de co-culturas sintéticas planta 
in vitro-microrganismo endofítico de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa e análise 
quimiométrica (PCA e PLS) do potencial metabólico por ESI-MS dos extratos bioativos 
 
5.4.Material e métodos   
 
5.4.1. Seleção do material vegetal e obtenção dos microrganismos endofíticos 
 
A amostragem vegetal das espécies S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa estudadas e o 
isolamento dos microrganismos endofíticos foram descritos nos capítulos anteriores. 
 
5.4.2. Obtenção das co-culturas plantas in vitro-microrganismos 
 
As co-culturas foram feitas usando as plantas in vitro já estabelecidas conforme detalhado 
em capitulo anterior empregando a metodologia descrita por Smedsgaard, (1997), com 
modificações. Para tanto, estas plantas in vitro foram utilizadas para obter as co-culturas 
com inoculos de bactérias e fungos endofíticos nos tecidos foliares seguindo a mesma 
metodologia empregada no capitulo 3. Este processo foi realizado em triplicata. As 
combinações usadas foram:  
 
S. magnifica: Methylobacterium sp (SM2), Methylobacterium sp (SM3), Cladosporium 
sp (SM4), Cladosporium sp (SM6), Stenotrophomonas sp (SM8), Curtobacterium sp 
(SM9), e Curvularia sp (SM24-2). 
 
Planta SM; Planta in vitro SM; Planta in vitro+SM2; Planta in vitro+SM3; Planta in 
vitro+SM4; Planta in vitro+SM6; Planta in vitro+SM8; Planta in vitro+SM9; Planta in 
vitro+SM24-2; Planta in vitro+SM2+SM3; Planta in vitro+SM2+SM4; Planta in 
vitro+SM2+SM6; Planta in vitro+SM2+SM8; Planta in vitro+SM2+SM9; Planta in 
vitro+SM2+SM24-2; Planta in vitro+SM3+SM4; Planta in vitro+SM3+SM6; Planta in 
vitro+SM3+SM8; Planta in vitro+SM3+SM9; Planta in vitro+SM3+SM24-2; Planta in 
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vitro+SM4+SM6; Planta in vitro+SM4+SM8; Planta in vitro+SM4+SM9; Planta in 
vitro+SM4+SM24-2; Planta in vitro+SM6+SM8; Planta in vitro+SM6+SM9; Planta in 
vitro+SM6+SM24-2; Planta in vitro+SM8+SM9; Planta in vitro+SM8+SM24-2; Planta 
in vitro+SM9+SM24-2; e Planta in vitro+SM2+SM3+SM4+SM6+SM8+SM9+SM24-2. 
 
S. schiffneri: Xanthomonas sp (SS1), Stenotrophomonas sp (SS3), Cladosporium sp 
(SS4), Curtobacterium sp (SS11), Lecanicillium sp (SS15), Stenotrophomonas sp (SS16), 
e Methylobacterium sp (SS18). 
 
Planta SS; Planta in vitro SS; Planta in vitro+SS1; Planta in vitro+SS3; Planta in 
vitro+SS4; Planta in vitro+SS11; Planta in vitro+SS15; Planta in vitro+SS16; Planta in 
vitro+SS18; Planta in vitro+SS1+SS3; Planta in vitro+SS1+SS4; Planta in 
vitro+SS1+SS11; Planta in vitro+SS1+SS15; Planta in vitro+SS1+SS16; Planta in 
vitro+SS1+SS18; Planta in vitro+SS3+SS4; Planta in vitro+SS3+SS11; Planta in 
vitro+SS3+SS15; Planta in vitro+SS3+SS16; Planta in vitro+SS3+SS18; Planta in 
vitro+SS4+SS11; Planta in vitro+SS4+SS15; Planta in vitro+SS4+SS16; Planta in 
vitro+SS4+SS18; Planta in vitro+SS11+SS15; Planta in vitro+SS11+SS16; Planta in 
vitro+SS11+SS18; Planta in vitro+SS15+SS16; Planta in vitro+SS15+SS18; Planta in 
vitro+SS16+SS18; e Planta in vitro+SS1+SS3+SS4+SS11+SS15+SS16+SS18 
 
S. speciosa: Cladosporium sp (SSP1); Geosmithia sp (SSP7); Curtobacterium sp (SSP8); 
Stenotrophomonas sp (SSP10); Stenotrophomonas sp (SSP12); Stenotrophomonas sp 
(SSP14); Pantoea sp (SSP17). 
 
Planta SSP; Planta in vitro SSP; Planta in vitro+SSP1; Planta in vitro+SSP7; Planta in 
vitro+SSP8; Planta in vitro+SSP10; Planta in vitro+SSP12; Planta in vitro+SSP14; Planta 
in vitro+SSP17; Planta in vitro+SSP1+SSP7; Planta in vitro+SSP1+SSP8; Planta in 
vitro+SSP1+SSP10; Planta in vitro+SSP1+SSP12; Planta in vitro+SSP1+SSP14; Planta 
in vitro+SSP1+SSP17; Planta in vitro+SSP7+SSP8; Planta in vitro+SSP7+SSP10; Planta 
in vitro+SSP7+SSP12; Planta in vitro+SSP7+SSP14; Planta in vitro+SSP7+SSP17; 
Planta in vitro+SSP8+SSP10; Planta in vitro+SSP8+SSP12; Planta in 
vitro+SSP8+SSP14; Planta in vitro+SSP8+SSP17; Planta in vitro+SSP10+SSP12; Planta 
in vitro+SSP10+SSP14; Planta in vitro+SSP10+SSP17; Planta in vitro+SSP12+SSP14; 
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Planta in vitro+SSP12+SSP17; Planta in vitro+SSP14+SSP17; e Planta in 
vitro+SSP1+SSP7+SSP8+SSP10+SSP12+SSP14+ SSP17. 
 
5.4.3. Obtenção dos extratos brutos  
 
Os extratos metanólicos das folhas das plantas in natura, plantas in vitro e das co-culturas 
planta in vitro e microrganismos endofíticos das espécies de Sinningia, foram obtidos a 
partir dos tecidos foliares a fresco, os quais foram macerados em metanol P.A com 
assistência mecânica para a redução de partícula e submetidos a banho de ultra-som por 
30 minutos (na proporção biomassa vegetal:líquido extrator 1:20 m/v). O macerado foi 
filtrado, separando os restos folhares do solvente, fornecendo os extratos metanólicos 
brutos, após a eliminação do líquido extrator por rotaevaporação, sendo os extratos 
armazenados para posterior análises. 
 
5.4.4. Ensaios da atividade antioxidante  
 
A capacidade antioxidante dos extratos foi mensurada utilizando o ensaio ORAC-FL com 
fluoresceína como sonda fluorescente e AAPH (2,2’-Azobis (2-amidiopropane) 
dihydrochloride) como fonte de radical livre (Prior et al., 2003; Wu et al., 2004). Os 
experimentos foram realizados em placas de microdiluição de 96 poços com 
modificações (Salvador et al., 2006). Para tanto, foram preparadas soluções estoques dos 
extratos e frações (50 mg/mL) em tampão fosfato/DMSO (99:1, v/v) e diluídas 100, 500, 
1000, 5000 e 10000 vezes com tampão fosfato.  O Trolox (substância de referência (6-
Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) - análogo da vitamina E) foi 
utilizado como padrão e analisado nas concentrações de 12,5; 25; 50; 100 e 200 μM. A 
leitura foi realizada utilizando-se filtro fluorescente (excitação λ=485nm e emissão 
λ=528nm) em leitor de microplaca monitorando a cinética de reação a cada 2 min por um 
período de 70 min (temperatura 37oC±2). Os resultados foram expressos como µmol de 
Trolox equivalente (TE) por grama de extrato em base seca (µmol de TE/g). Todos os 
experimentos foram realizados em triplicata.   
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5.4.5. Ensaio da atividade antimicrobiana 
 
O ensaio biológico in vitro foi feito frente as cepas padrão de bactérias (Gram-positivas 
e Gram-negativas) e levedura. A ação antibacteriana e antifúngica foi determinada pelo 
método de microdiluição baseado nos protocolos do “Clinical and Laboratory Standards 
Institute” (CLSI). Para a execução dos ensaios foram utilizadas bactérias gram-negativas 
Escherichia coli - ATCC 35218 e Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853; bacterias 
gram-positivas Staphylococcus aureus - ATCC 14458 e Enterococcus faecalis ATCC 
51299, cultivadas por 24 horas a 37°C em Müller Hinton (Difco)-MHb; a levedura 
Candida albicans – ATCC 1023.1, cultivadas por 24 horas a 37°C em ágar Sabouraud 
dextrose. Os métodos de microdiluição foram o M07-A9 para bactérias aeróbias e o 
método M27-A2 para leveduras com algumas modificações que melhorar a quantificação 
do possível efeito antimicrobiano. A concentração estudada para a triagem dos extratos 
brutos foi de 1 mg•mL-1. Foram utilizados os meios de cultura Müller Hinton Broth e 
RPMI 1640 sem vermelho de fenol. Em placa de 96 poços foram adicionados 100 μL de 
meio, 100 μL da amostra teste em diferentes concentrações (começando em 2x da 
concentração inicial até completar sete diluições) e 10μL da suspensão do inoculo 
bacteriano (conforme as indicações dos protocolos M07-A9). Para a levedura foi usado 
um inoculo dissolvido 1:50 e 1:20 após de ser ajustado numa concentração de 1-5x106 
células/mL em solução salina fisiológica, seguindo o protocolo M27-A2. Após 24 horas 
de incubação foi adicionado 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) a uma concentração de 5 mg•mL-1 para determinar 
espectrofotometricamente a viabilidade dos microrganismos (625 nm para bactérias e 570 
nm para leveduras). Decorridas 2 a 4 horas se adicionou solução contendo SDS 20% (w/v) 
+ Formamida 50% proporção 1:1 para solubilizar os cristais de formazana gerados pelas 
bactérias metabolicamente ativas. Os experimentos foram realizados em triplicata. As 
soluções controles das amostras-teste, foi utilizado como controle positivo cloranfenicol 
0,5 mg•mL-1 para as bactérias e anfotericina B de 10 μg•mL-1 para a levedura, como 
controle do efeito do diluente foi usado a solução de DMSO 5%; como controle do 
crescimento foi usado o meio de cultura sem antibiótico nem DMSO; e como controle de 
esterilidade foi usado meio sem microrganismo. Todas as cepas padrões são mantidas 
como culturas puras no Laboratório de Princípios Ativos Naturais, Biociências e 
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Biotecnologia do DBV-IB-UNICAMP, junto ao grupo de pesquisa do Prof. Dr. Marcos 
José Salvador.  
 
5.4.6. Análises ESI-MS fingerprint  
 
Para a análise do perfil químico das amostras por ESI-MS fingerprint foi utilizado a 
inserção direta num cromatógrafo líquido Acquity acoplado com um espectrômetro de 
massas TDQ Acquity (Micromass-Waters Manchester, England), com fonte de ionização 
ESI. O método utilizado foi: solvente A (água Milli Q + ácido fórmico 0,1%) e solvente 
B (metanol tipo HPLC), a vazão foi de 0,2 mL•min-1, com um tempo final de corrida de 
5 minutos. Voltagem do capilar 3,00 KV, Cone 30,00 V, Temperatura da fonte 130°C, 
Temperatura de dessolvatação 250°C. As massas analisadas estão na faixa entre 100 a 
1500 m/z nos dois modos de ionização, modo íon positivo e modo íon negativo. A lista 
das massas foi obtida usando o software masslynx versão 4,1. 
 
5.4.7. Analises estatística 
 
As análises estatísticas com os dados das análises dos fingerprint ESI-MS foram 
realizadas no software online MetaboAnalyst-statistical, functional and integrative 
analysis of metabolomics data versão 4,0 
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml). Todos os íons 
obtidos do fingerprint foram filtrados considerando os 100 mais intensos de cada amostra. 
As Análises de Componentes Principais (PCA), Regressão parcial de mínimos 
quadrados- Análise Discriminante (PLS-DA) e dendogramas foram realizadas em dados 
previamente normalizados em base logarítmica. Este processo foi feito para os dois 
modos de ionização, modo íon positivo e modo íon negativo, em triplicata para cada um 
deles.   
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5.5.Resultados  
 
Foram preparados extratos metanólicos das co-culturas sintéticas obtidas para cada uma 
das espécies de Sinniniga estudadas, para as amostras das plantas in natura e obtidas in 
vitro e para os microrganismos endofíticos associados a cada uma delas, sendo obtidos os 
seguintes rendimentos médios: para as amostras de S. magnifica de 1.47 a 9.15%; para S. 
schiffneri de 1.23 a 18.56% e para as amostras de S. speciosa de 0.95 a 4.66% (ver tabela 
suplementar 5.1).  
 
A partir das 93 amostras em triplicata dos extratos metanólicos das co-culturas entre as 
plantas in vitro de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa e os microrganismos 
endofíticos isolados de cada uma das plantas, foram realizadas análises estatísticas 
multivariadas  usando os dados dos fingerprint (ESI-MS) nos dois modos de ionização, 
modo ion positivo e modo ion negativo. Para isto, foi usado o programa quimio-
informático MetaboAnalyst 4.0, onde para cada uma das amostras analisaram-se 920 
picos (modo íon positivo) e 901 (modo íon negativo) como dados de cada matriz, com 
previa normalização transformando os dados em logaritmo. A partir destes, foram 
realizadas análises de componentes principais (PCs) como: gráficos bidimensionais entre 
PCs 1 e 2 (Figura 5.1),  gráficos de pontuação aos pares, possibilitando uma visão geral 
dos diversos padrões de agrupamento entre os componentes principais mais significativos 
(desde o PC1 até o PC5) e a variação explicada pelos PCs nos dois modos de ionização, 
com um total de 53.4 % das variáveis no modo positivo e 63.2 %  para o modo negativo 
(Figura suplementar 5.2 e 5.3).  Além disso, foi realizada análise quimiométrica adicional 
usando o método de classificação por regressão parcial de mínimos quadrados-análise 
discriminante (PLS-DA), sendo que este método complementa o PCA, permitindo 
identificar as variáveis latentes aumentando a discriminação entre os agrupamentos das 
amostras em função dos espectros de ESI-MS e a máxima covariação com entre OTUS e 
caracteres na matriz (Worley e Powers, 2012; Martins et al., 2015). Com estas análises 
foram obtidos gráficos bidimensionais com a pontuação entre os componentes 1 e 2 
(Figura 5.2), gráficos das pontuações gerais entre cinco componentes selecionados pelo 
PLS-DA e o gráfico da classificação PLS-DA baseado nos parâmetros de precisão R2 e 
Q2 como método de validação (Figura suplementar 5.4 e 5.6). Esta última análise mostrou 
que a validação do método R2 e Q2, em todos os casos, está com um desempenho acima 
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de 0.67, sendo este indicador de alta precisão preditiva, segundo os trabalhos de Chin 
(1998) e Hensele, Ringle e Sinkovics (2009), que mencionam que valores de R2 acima 
de 0.67 para as variáveis latentes endógenas são de alta categoria e os valores de Q2 acima 
de zero mostram que os valores observados estão bem reconstruídos e que o modelo tem 
relevância preditiva. Os resultados de agrupamento das amostras no PCA mostraram no 
gráfico bidimensional as pontuações que correspondem as melhores proporções de 
diferenciação das amostras, evidenciando superposição dos grupos de SM, SS e SSP nos 
dois modos de ionização. De maneira similar, o agrupamento pelo PLS superposição nos 
grupos de plantas, mas nesta se mostra maior separação entre os grupos de SM e SSP 
evidenciando-se em maior medida no modo negativo, no caso do grupo SS media os 
compostos detectados entre SM e SSP. Como complemento, os resultados de 
agrupamento foram organizados em um dendograma evidenciando de outra forma os 
agrupamentos nos dois modos (Figura suplementar 5.1). Em todos os gráficos verificou-
se a tendência dos controles de não estar muito separados, indicando uma proximidade 
na composição das massas em seus extratos metanolicos. 
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Figura 5.1. Gráficos bidimensionais com dados de firgerprint ESI-MS com a pontuação entre PCs 1 e 2 das análises de componentes principais 
(PCAs)) das co-cultuas plantas in vitro-microrganismo. As variações explicadas são mostradas entre parênteses nos dois eixos. Os pontos coloridos 
representam as diferentes espécies de plantas estudas, conforme ao indicado. A. modo íon positivo. B. modo íon negativo. 
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Figura 5.2. Gráficos bidimensionais com a pontuação entre os componentes 1 e 2 das análises da Regressão parcial de mínimos quadrados- Análise 
Discriminante (PLS-DA) das co-cultuas plantas in vitro-microrganismo. As variações explicadas são mostradas entre parênteses nos dois eixos. 
Os pontos coloridos representam as diferentes espécies de plantas estudas, conforme ao indicado. A. modo positivo. B. modo negativo.
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Os extratos metanólicos das folhas das plantas in natura, plantas in vitro e as co-culturas 
entre plantas in vitro e os microrganismos foram usados para determinar as atividades 
antimicrobiana e antioxidante. Os resultados das atividades antimicrobianas dos extratos 
metanólicos nas concentrações de 1mg•mL-1 mostraram que para todas as amostras de S. 
schiffneri e S. speciosa não foram detectadas atividades antimicrobianas frente a nenhuma 
das cepas indicadoras microbianas estudadas. Por outro lado, algumas amostras de S. 
magnifica apresentaram atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus - ATCC 
14458; Enterococcus faecalis - ATCC 51299 e Candida albicans - ATCC 1023.1 (Tabela 
5.1).  
 
Tabela 5.1. Resultado da avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos metanólicos 
de plantas in natura, plantas in vitro e co-culturas entre as plantas in vitro e bactérias e 
fungos endofíticas isoladas das espécies de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa. 
Resultados: efeito inibitório positivo (+) e efeito inibitório negativo (-). Concentração 
avaliada das amostras=1 mg/mL 
 
Amostras 
Staphylococcus 
aureus 
Enterococcus 
faecalis 
Candida 
albicans 
Planta SM + + + 
Planta in vitro + + - 
Planta in vitro+SM2 - - + 
Planta in vitro+SM3 + + - 
Planta in vitro+SM4 - - + 
Planta in vitro+SM6 - + - 
Planta in vitro+SM8 - + - 
Planta in vitro+SM9 - + + 
Planta in vitro+SM24-2 + + - 
Planta in vitro+SM2+SM4 + + - 
Planta in vitro+SM2+SM6 + + - 
Planta in vitro+SM2+SM9 - + - 
Planta in vitro+SM3+SM4 + - - 
Planta in vitro+SM3+SM6 + + - 
Planta in vitro+SM3+SM24-2 + - + 
Planta in vitro+SM4+SM8 + - + 
Planta in vitro+SM4+SM9 + - + 
Planta in vitro+SM4+SM24-2 + + - 
Planta in vitro+SM6+SM8 + - - 
Planta in vitro+SM6+SM9 + + - 
Planta in vitro+SM8+SM9 - + - 
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Os resultados da avaliação das atividades antioxidantes no ensaio ORAC-FL mostraram 
que as amostras mais promissoras foram amostras de S. magnifica, com capacidade 
antioxidante, em alguns casos, superior a 4000 µmol de TE•g-1 de extrato, enquanto as 
amostras de S. schiffneri e S. speciosa apresentaram atividades antioxidantes na faixa de 
1000 µmol de TE•g-1 de extrato (Tabela 5.2).  No ensaio antioxidante ORAC-FL para 
extratos brutos são considerados ativos as amostras com resultados de capacidade 
antioxidante maiores de 800 µmol de trolox equivalente grama-1 (Machado et al., 2017). 
Neste sentido, as amostras que tiveram resultados da atividade antioxidante no ensaio 
ORAC-FL menores que 800 µmol de trolox equivalente/grama foram consideradas 
inativas, sendo elas: Planta in vitro+SM2 (152.11), Planta in vitro+SM4 (289.05), Planta 
in vitro+SM4+SM9 (277.69), Planta in vitro+SS1+SS3 (94.99), Planta in 
vitro+SS1+SS16 (404.48), Planta in vitro+SS1+SS18 (649.88), Planta in 
vitro+SS3+SS11 (795.37), Planta in vitro+SS3+SS18 (662.79), Planta in 
vitro+SS4+SS16 (119.37), Planta in vitro+SS4+SS18 (731.66), Planta in 
vitro+SS15+SS16 (780.60), Planta in vitro+SS15+SS18 (117.12), Planta in vitro+SSP8 
(671.60) e Planta in vitro+SSP10 (772.73). 
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Tabela 5.2. Resultado da avaliação da atividade antioxidante no ensaio ORAC-FL dos extratos metanolicos de plantas in natura, plantas in vitro e 
co-culturas entre as plantas in vitro e bactérias e fungos endofíticos isoladas das espécies de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa. 
 
 S. magnifica S. schiffneri S. speciosa 
Extrato metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
*CV (%) Extrato metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) Extrato metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) 
Planta SM 4736,33 2,85 Planta SS 2679,44 1,94 Planta SSP 2081,72 7,23 
Planta in vitro SM 2471,37 1,58 Planta in vitro SS 2687,01 4,44 Planta in vitro SSP 1670,32 5,47 
Planta in vitro+SM2 152,11 9,90 Planta in vitro+SS1 1379 6,39 Planta in vitro+SSP1 1260,21 6,49 
Planta in vitro+SM3 2897,74 0,84 Planta in vitro+SS3 843,23 1,32 Planta in vitro+SSP7 2360,38 2,43 
Planta in vitro+SM4 289,05 7,69 Planta in vitro+SS4 1253,42 1,70 Planta in vitro+SSP8 671,6 0,68 
Planta in vitro+SM6 3055,08 0,07 Planta in vitro+SS11 2162,44 0,08 Planta in vitro+SSP10 772,73 0,86 
Planta in vitro+SM8 3407,85 5,80 Planta in vitro+SS15 1745,95 0,96 Planta in vitro+SSP12 1865,12 1,62 
Planta in vitro+SM9 2584,9 0,15 Planta in vitro+SS16 821,56 0,65 Planta in vitro+SSP14 1015,55 1,02 
Planta in vitro+SM24-2 6674,75 0,22 Planta in vitro+SS18 1040,86 4,27 Planta in vitro+SSP17 1592,11 5,11 
Planta in vitro+SM2+SM3 2998,78 1,55 Planta in vitro+SS1+SS3 94,99 4,48 Planta in vitro+SSP1+SSP7 1040,52 8,40 
Planta in vitro+SM2+SM4 2380,43 10,80 Planta in vitro+SS1+SS4 815,31 4,13 Planta in vitro+SSP1+SSP8 1762,63 1,15 
Planta in vitro+SM2+SM6 4720,42 4,02 Planta in vitro+SS1+SS11 1248,05 2,97 Planta in vitro+SSP1+SSP10 1473,65 0,72 
Planta in vitro+SM2+SM8 2780,91 1,68 Planta in vitro+SS1+SS15 1314,41 3,32 Planta in vitro+SSP1+SSP12 1865,88 0,83 
Planta in vitro+SM2+SM9 2695,61 4,18 Planta in vitro+SS1+SS16 404,48 0,79 Planta in vitro+SSP1+SSP14 1013,2 1,89 
Planta in vitro+SM2+SM24-2 3118,21 9,09 Planta in vitro+SS1+SS18 649,88 4,53 Planta in vitro+SSP1+SSP17 1368,09 7,83 
Planta in vitro+SM3+SM4 4169,14 1,21 Planta in vitro+SS3+SS4 1740,77 2,16 Planta in vitro+SSP7+SSP8 1816,16 2,86 
Planta in vitro+SM3+SM6 1845,38 2,75 Planta in vitro+SS3+SS11 795,37 2,28 Planta in vitro+SSP7+SSP10 1186,53 2,41 
Planta in vitro+SM3+SM8 857,4 0,12 Planta in vitro+SS3+SS15 879,4 2,28 Planta in vitro+SSP7+SSP12 1306,45 1,94 
Planta in vitro+SM3+SM9 3403,62 3,18 Planta in vitro+SS3+SS16 1177,33 0,75 Planta in vitro+SSP7+SSP14 1178,82 2,42 
Planta in vitro+SM3+SM24-2 1246,29 1,11 Planta in vitro+SS3+SS18 662,79 4,57 Planta in vitro+SSP7+SSP17 1183,87 2,29 
Os resultados do ensaio ORAC-FL estão expressos em micro-mol de trolox equivalente por grama de extrato em base seca. *Os dados são apresentados como 
média e coeficiente de variação (CV em porcentagem) de ensaios realizados em triplicata. 
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Tabela 5.2. Continuação  
 
 S. magnifica S. schiffneri S. speciosa 
Extrato metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
*CV (%) Extrato metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) Extrato metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) 
Planta in vitro+SM4+SM6 2481,96 1,53 Planta in vitro+SS4+SS11 1248,05 3,72 Planta in vitro+SSP8+SSP10 1239,02 4,04 
Planta in vitro+SM4+SM8 2555,31 1,20 Planta in vitro+SS4+SS15 2992,33 0,97 Planta in vitro+SSP8+SSP12 1414,24 1,96 
Planta in vitro+SM4+SM9 277,69 3,07 Planta in vitro+SS4+SS16 119,37 6,67 Planta in vitro+SSP8+SSP14 1094,48 4,01 
Planta in vitro+SM4+SM24-2 2920,05 1,30 Planta in vitro+SS4+SS18 731,66 1,66 Planta in vitro+SSP8+SSP17 1231,26 2,14 
Planta in vitro+SM6+SM8 2089,71 0,64 
Planta in vitro + SS11 + 
SS15 
1753,26 1,62 
Planta in vitro + SSP10 + 
SSP12 
1166,25 4,23 
Planta in vitro+SM6+SM9 3837,18 3,12 
Planta in vitro + SS11 + 
SS16 
955,38 1,96 
Planta in vitro + SSP10 + 
SSP14 
1067,04 1,40 
Planta in vitro+SM6+SM24-2 4227,06 1,40 
Planta in vitro + SS11 + 
SS18 
1219,84 1,56 
Planta in vitro + SSP10 + 
SSP17 
1370,59 0,92 
Planta in vitro+SM8+SM9 2278,47 0,32 
Planta in vitro + SS15 + 
SS16 
780,6 1,34 
Planta in vitro + SSP12 + 
SSP14 
1851,65 1,31 
Planta in vitro+SM8+SM24-2 1313,55 0,81 
Planta in vitro + SS15 + 
SS18 
117,12 0,37 
Planta in vitro + SSP12 + 
SSP17 
1642,22 1,32 
Planta in vitro+SM9+SM24-2 2533,69 2,86 
Planta in vitro + SS16 + 
SS18 
1384,08 2,30 
Planta in vitro + SSP14 + 
SSP17 
1526,45 1,42 
Planta in vitro + SM2 + SM3 + 
SM4 + SM6 + SM8 + SM9 + 
SM24-2 
1410,16 2,79 
Planta in vitro + SS1 + SS3 
+ SS4 + SS11 + SS15 + 
SS16 + SS18 
1856,52 0,78 
Planta in vitro + SSP1 + 
SSP7 + SSP8 + SSP10 + 
SSP12 + SSP14 + SSP17 
1700,04 3,31 
Os resultados do ensaio ORAC-FL estão expressos em micro-mol de trolox equivalente por grama de extrato em base seca. *Os dados são apresentados como 
média e coeficiente de variação (CV em porcentagem) de ensaios realizados em triplicata. 
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5.6.Discussão  
 
Os organismos em seus processos bioquímicos geram metabólitos primários e 
secundários que podem ter diferentes funcionalidades tanto no organismo de origem, 
como em outros organismos com os quais estes interagem. Muito metabolitos secundários 
apresentam aplicações de interesse econômico e tecnológico, sendo empregados em 
produtos farmacêuticos, nutracêuticos e na indústria alimentícia (Wu et al., 2008).  
 
O crescente interesse na busca de novas substâncias bioativas levou ao desenvolvimento 
de pesquisa em diferentes fontes de organismos e ambientes, incluindo o estabelecimento 
de policulturas sintéticas in vitro de comunidades microbianas de nichos ecológicos 
naturais (Netzker et al., 2015; Tan et al., 2019). Alguns estudos mostraram que 
organismos em condições de cocultura ativam genes que normalmente não são expressos 
em condições normais de laboratório, permitindo acesso a novos metabólitos secundários 
ou maior produtividade (Schroeckh et al., 2009; Tan et al., 2019).  
 
A biotecnologia vegetal frequentemente utiliza recursos metodológicos que envolvem 
culturas celulares e de órgãos vegetais em condições in vitro para produzir metabólitos 
secundários in vitro e em larga escala com altos rendimentos. Dentre esses recursos o uso 
de interações biológicas competitivas que ocorrem expontaneamente na natureza, como 
coculturas planta-endófito in vitro, tem sido estudado como uma maneira de aumentar o 
desempenho dos sistemas biológicos de conveniente e lucrativa (Rao e Ravishanakar, 
2002). Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a bioatividade 
antimicrobiana e antioxidante de amostras na cocultura de microrganismos endofíticos de 
plantas em espécies de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa. Para esse fim, foram 
realizadas infecções de plantas in vitro previamente estabelecidas (ver capítulo 2) com 
cepas de microrganismos isolados para cada espécie de planta e previamente 
caracterizada (ver capítulo 4) e avaliado o rendimento dos extratos e analisada a 
diversidade metabólica das coculturas. Para tanto, foram utilizados métodos 
quimiométricos e análises estatísticas multivariadas. O grupo que apresentou a maior 
dispersão metabólica ou pelo menos não tão próxima entre eles foram os extratos de S. 
schiffneri, indicando que mantêm produtos metabólicos associados ao gênero da planta e 
também estão gerando outros componentes dependendo da interação planta-endofito 
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(Dettmer , Aronov e Hammock, 2007; Vinale et al., 2017). Os resultados dos 
componentes principais, nos grupos de espécies vegetais por PLS, eles são mais distantes, 
principalmente no modo negativo (grupos estreitos indicam menor diversificação 
metabólica ou pouca influência microbiana nessas plantas), mostrando que as amostras 
de S. magnifica e S. speciosa estão mais próximas entre si do que no PCA. Em geral, 
esses resultados estatísticos mostram que as co-culturas entre plantas e microrganismos 
endofíticos estão influenciando o metabolismo das plantas, o que leva a uma maior 
modulação e diversificação metabólica. 
 
Para determinar o potencial bioativo, os extratos metanolicos foram analisados quanto às 
atividades antimicrobiana e antioxidante, utilizando os métodos de microdiluição e 
ORAC-FL, respectivamente. No gênero Sinningia, diferentes tipos de compostos foram 
isolados, incluindo terpenóides, glicosídeos fenólicos, flavonóides e quinonas (Verdan e 
Stefanello, 2012). As substâncias fenólicas, geralmente apresentam relatos de atividade 
antioxidante, diferentemente das quinonas que normalmente apresentam atividade pró-
oxidante e podem apresentar moléculas com atividade antimicrobiana (Baker, Tatum e 
Nemec, 1990; Soares, 2002; Silva, Ferreira e Souza, 2003; Leon et al. 2009).  
 
Entre as análises realizadas, as amostras estudadas apresentaram baixa atividade 
antimicrobiana, corroborando resultados da literatura, como evidenciado em S. warmingii 
(Winiewski et al., 2017). Contrariamente aos resultados antimicrobianos, em geral as 
amostras mostram um grande potencial antioxidante e as amostras de S. magnifica foram 
as que apresentaram melhores resultados, estando estes resultados coerentes com os 
reportados para outras espécies de Sinningia (Winiewski et al., 2017; 2020). 
 
5.7.Conclusão 
 
Os extratos metanólicos das plantas in natura e in vitro, dos microrganismos endofiticos 
cultiváveis e das co-culturas planta in vitro-endofito e das co-culturas entre 
microrganismos endiofiticos obtidos de cada planta mostraram diferentes respostas em 
termos de bioatividade, sendo verificados extratos que apresentaram atividade 
antimicrobiana, antioxidante e pro-oxidante e outros que não foram foram ativos. As 
atividades biológicas foram variadas, sendo muito promissoras as atividades 
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antioxidantes na maioria das co-culturas, principalmente para os extratos relacionados a 
S. magnifica. Quanto a atividade antimicrobiana só foi detectada nos extratos de S. 
magnifica frente a cepas Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Candida 
albicans. Este estudo indica que o metabolismo das espécies de Sinningia estudadas em 
condições de co-cultura pode ser plástico ou maleável. Pode-se concluir que as bactérias 
e fungos endofíticos associados às lâminas foliares de cada uma das três espécies de 
Sinningia estudadas são capazes de modular o metabolismo vegetal, em termos de 
constituintes químicos e de bioatividade, dependendo das combinações obtidas das 
culturas mistas sintéticas planta-endófito, mostrando o impacto dos endófitos na 
biossíntese de substâncias bioativas quando associados à endosfera vegetal.    
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5.9.Material suplementar 
 
Tabela suplementar 5.1. Resultados do rendimento dos extratos brutos metanólicos das co-culturas planta e microrganismos das espécies de 
Sinningia: S. magnifica (SM), S. schiffneri (SS) e S. speciosa (SSP).    
S. magnifica S. schiffneri S. speciosa 
Amostra 
Biomassa 
(A) (g) 
Extrato 
bruto 
(B) 
*Rendimento 
(B/A) *100 
Amostra 
Biomassa 
(A) (g) 
Extrato 
bruto 
(B) 
Rendimento 
(B/A) *100 
Amostra 
Biomassa 
(A) (g) 
Extrato 
bruto 
(B 
Rendimento 
(B/A) *100 
Planta SM 
2,328 0,128 
5,372 Planta SS 
1,740 0,338 
18,564 Planta SSP 
1,538 0,074 
4,124 1,541 0,073 1,567 0,300 2,604 0,102 
1,906 0,112 1,433 0,245 0,948 0,035 
Planta in vitro SM 
0,471 0,018 
3,477 Planta in vitro SS 
2,778 0,282 
9,976 Planta in vitro SSP 
0,459 0,013 
3,208 0,165 0,006 1,494 0,149 0,703 0,022 
0,136 0,005 0,357 0,035 1,083 0,039 
Planta in vitro+SM2 
0,736 0,022 
3,924 Planta in vitro+SS1 
1,004 0,035 
3,437 Planta in vitro+SSP1 
0,127 0,002 
1,935 0,126 0,006 1,210 0,040 0,190 0,004 
0,217 0,008 0,567 0,020 0,019 0,000 
Planta in vitro+SM3 
0,455 0,020 
3,851 Planta in vitro+SS3 
0,069 0,002 
3,018 Planta in vitro+SSP7 
0,285 0,005 
2,239 0,121 0,004 1,643 0,048 0,325 0,009 
0,155 0,006 0,103 0,003 0,097 0,002 
Planta in vitro+SM4 
0,517 0,011 
2,438 Planta in vitro+SS4 
0,010 0,000 
2,393 Planta in vitro+SSP8 
0,428 0,007 
1,599 0,083 0,002 0,628 0,015 0,987 0,018 
0,051 0,001 0,065 0,002 0,735 0,011 
Planta in vitro+SM6 
0,620 0,022 
3,209 Planta in vitro+SS11 
0,353 0,012 
3,206 Planta in vitro+SSP10 
1,021 0,026 
2,649 0,151 0,005 3,370 0,099 0,063 0,002 
0,119 0,004 0,248 0,008 0,593 0,017 
Planta in vitro+SM8 
0,630 0,024 
4,487 Planta in vitro+SS15 
0,301 0,013 
4,387 Planta in vitro+SSP12 
0,176 0,007 
3,598 0,145 0,009 0,375 0,016 1,053 0,039 
0,320 0,010 0,200 0,009 0,875 0,030 
Planta in vitro+SM9 
0,102 0,002 
2,654 Planta in vitro+SS16 
0,902 0,036 
3,750 Planta in vitro+SSP14 
0,216 0,005 
1,925 0,128 0,004 1,524 0,055 0,377 0,008 
0,120 0,003 0,171 0,006 0,569 0,008 
Planta in vitro+SM24-2 
0,452 0,015 
3,668 Planta in vitro+SS18 
0,375 0,008 
2,543 Planta in vitro+SSP17 
0,335 0,007 
2,079 0,179 0,007 0,415 0,011 0,035 0,001 
0,300 0,012 0,291 0,008 0,067 0,001 
Planta in 
vitro+SM2+SM3 
0,272 0,011 
3,919 Planta in vitro+SS1+SS3 
0,573 0,013 
2,102 Planta in vitro+SSP1+SSP7 
0,191 0,004 
2,259 0,108 0,004 1,783 0,035 0,288 0,007 
0,091 0,003 0,082 0,002 0,183 0,004 
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Planta in 
vitro+SM2+SM4 
0,336 0,017 
4,380 Planta in vitro+SS1+SS4 
0,881 0,011 
1,226 Planta in vitro+SSP1+SSP8 
0,141 0,003 
2,356 0,138 0,005 0,448 0,005 0,631 0,014 
0,065 0,003 0,230 0,003 0,380 0,010 
Planta in 
vitro+SM2+SM6 
0,388 0,013 
3,444 
Planta in 
vitro+SS1+SS11 
0,427 0,019 
4,645 Planta in vitro+SSP1+SSP10 
0,349 0,005 
1,390 0,115 0,004 0,103 0,005 0,296 0,004 
0,098 0,004 0,069 0,003 0,371 0,006 
Planta in 
vitro+SM2+SM8 
0,414 0,032 
7,197 
Planta in 
vitro+SS1+SS15 
0,644 0,021 
3,304 Planta in vitro+SSP1+SSP12 
0,517 0,009 
1,945 0,207 0,013 0,903 0,034 0,195 0,004 
0,009 0,001 0,090 0,003 0,183 0,004 
Planta in 
vitro+SM2+SM9 
0,594 0,016 
2,597 
Planta in 
vitro+SS1+SS16 
0,539 0,021 
4,508 Planta in vitro+SSP1+SSP14 
0,754 0,014 
2,078 0,199 0,004 0,458 0,024 0,017 0,000 
0,132 0,004 0,093 0,004 0,882 0,018 
Planta in vitro+ 
SM2+SM24-2 
0,238 0,012 
5,091 
Planta in 
vitro+SS1+SS18 
0,671 0,023 
3,150 Planta in vitro+SSP1+SSP17 
0,192 0,005 
2,427 0,067 0,003 1,338 0,039 0,826 0,019 
0,166 0,009 0,098 0,003 0,352 0,009 
Planta in 
vitro+SM3+SM4 
0,196 0,009 
4,267 Planta in vitro+SS3+SS4 
0,400 0,018 
4,313 Planta in vitro+SSP7+SSP8 
0,229 0,008 
3,514 0,042 0,002 0,535 0,025 0,594 0,023 
0,058 0,003 0,045 0,002 0,917 0,031 
Planta in 
vitro+SM3+SM6 
0,211 0,010 
4,111 
Planta in 
vitro+SS3+SS11 
0,237 0,005 
2,218 Planta in vitro+SSP7+SSP10 
0,381 0,010 
2,380 0,080 0,003 0,362 0,009 0,619 0,013 
0,187 0,007 0,131 0,003 0,836 0,021 
Planta in 
vitro+SM3+SM8 
0,255 0,024 
9,155 
Planta in 
vitro+SS3+SS15 
0,327 0,005 
1,474 Planta in vitro+SSP7+SSP12 
0,439 0,007 
1,752 0,215 0,018 0,405 0,006 0,321 0,006 
0,260 0,025 0,171 0,003 0,488 0,009 
Planta in 
vitro+SM3+SM9 
0,435 0,013 
3,257 
Planta in 
vitro+SS3+SS16 
0,112 0,004 
3,511 Planta in vitro+SSP7+SSP14 
1,000 0,039 
3,508 0,281 0,010 0,433 0,014 0,486 0,016 
0,056 0,002 0,088 0,003 0,754 0,026 
Planta in 
vitro+SM3+SM24-2 
0,147 0,006 
3,807 
Planta in 
vitro+SS3+SS18 
0,094 0,005 
5,995 Planta in vitro+SSP7+SSP17 
0,294 0,015 
4,663 0,208 0,008 0,432 0,028 0,162 0,007 
0,201 0,007 0,155 0,009 0,481 0,022 
Planta in 
vitro+SM4+SM6 
0,148 0,005 
3,507 
Planta in 
vitro+SS4+SS11 
0,128 0,002 
1,426 Planta in vitro+SSP8+SSP10 
0,609 0,010 
1,676 0,180 0,006 0,348 0,004 0,846 0,015 
0,131 0,005 0,058 0,001 0,353 0,006 
Planta in 
vitro+SM4+SM8 
0,118 0,002 
2,381 
Planta in 
vitro+SS4+SS15 
0,030 0,002 
6,279 Planta in vitro+SSP8+SSP12 
0,380 0,009 
2,328 0,053 0,001 0,291 0,021 0,531 0,011 
0,287 0,008 0,115 0,006 0,286 0,007 
Planta in 
vitro+SM4+SM9 
0,102 0,002 
2,751 
Planta in 
vitro+SS4+SS16 
0,411 0,013 
4,516 Planta in vitro+SSP8+SSP14 
0,191 0,004 
2,129 0,153 0,005 0,186 0,011 0,700 0,017 
0,069 0,002 0,133 0,006 0,688 0,013 
Planta in 
vitro+SM4+SM24-2 
0,176 0,008 
4,198 
Planta in 
vitro+SS4+SS18 
0,770 0,008 
1,245 Planta in vitro+SSP8+SSP17 
0,368 0,012 
3,370 0,124 0,005 0,765 0,010 0,610 0,020 
0,187 0,008 0,077 0,001 0,959 0,035 
0,233 0,004 1,826 0,306 0,008 2,393 0,544 0,012 2,500 
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Planta in 
vitro+SM6+SM8 
0,197 0,004 Planta in 
vitro+SS11+SS15 
0,510 0,010 Planta in 
vitro+SSP10+SSP12 
0,930 0,026 
0,071 0,001 0,379 0,009 0,065 0,002 
Planta in 
vitro+SM6+SM9 
0,312 0,011 
3,544 
Planta in 
vitro+SS11+SS16 
0,526 0,017 
3,905 
Planta in 
vitro+SSP10+SSP14 
0,844 0,028 
3,506 0,132 0,005 0,291 0,014 0,398 0,014 
0,108 0,004 0,128 0,005 0,033 0,001 
Planta in 
vitro+SM6+SM24-2 
0,227 0,011 
4,222 
Planta in 
vitro+SS11+SS18 
0,163 0,006 
3,057 
Planta in 
vitro+SSP10+SSP17 
0,225 0,005 
2,171 0,042 0,001 0,531 0,017 0,758 0,020 
0,135 0,006 0,151 0,003 0,437 0,008 
Planta in 
vitro+SM8+SM9 
0,275 0,008 
2,781 
Planta in 
vitro+SS15+SS16 
0,211 0,005 
2,447 
Planta in 
vitro+SSP12+SSP14 
0,360 0,006 
1,750 0,147 0,004 0,607 0,014 0,058 0,001 
0,120 0,004 0,178 0,004 0,992 0,020 
Planta in 
vitro+SM8+SM24-2 
0,618 0,010 
1,698 
Planta in 
vitro+SS15+SS18 
0,207 0,004 
2,338 
Planta in 
vitro+SSP12+SSP17 
0,329 0,008 
2,310 0,066 0,001 2,187 0,049 0,296 0,006 
0,209 0,003 0,391 0,011 0,891 0,020 
Planta in vitro+ 
SM9+SM24-2 
0,281 0,004 
1,469 
Planta in 
vitro+SS16+SS18 
0,978 0,036 
3,418 
Planta in 
vitro+SSP14+SSP17 
0,299 0,006 
2,198 0,114 0,002 0,730 0,023 0,427 0,008 
0,155 0,002 0,086 0,003 0,370 0,010 
Planta in 
vitro+SM2+SM3+ 
SM4+SM6+SM8+SM9+ 
SM24-2 
0,223 0,005 
2,596  
Planta in 
vitro+SS1+SS3+ 
SS4+SS11+SS15+SS16+ 
SS17+SS18 
0,104 0,002 
1,363  
Planta in vitro+SSP1+ 
SSP7+SSP8+SSP10+SSP12+ 
SSP14+SSP17 
0,321 0,003 
0,953 
0,195 0,005 0,339 0,001 0,868 0,005 
0,097 0,003 0,097 0,002 0,199 0,003 
*Media do rendimento entre biomassa e extrato bruto  
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Figura suplementar 5.1. Resultados de agrupamentos mostrado como dendrograma 
(medida da distância usando o método euclidiano e o algoritmo de agrupamento usando 
ward.D), com dados de firgerprint ESI-MS. A. modo íon positivo. B. modo íon negativo.  
A B 
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Figura suplementar 5.2. Gráficos com dados de firgerprint ESI-MS, no modo íon positivo da pontuação em pares entre os compostos principais 
selecionados (PCs). A. Gráfico geral das pontuações em pares entre os PCs, a variação de cada PC é apresentada no quadrado diagonal 
correspondente. B. Gráfico que mostra a variação explicada pelos PCs. A linha verde na parte superior mostra a variação acumulada explicada; a 
linha azul abaixo mostra a variação explicada pelo PC individual.  
B 
A 
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Figura suplementar 5.3. Gráficos com dados de firgerprint ESI-MS, no modo íon negativo da pontuação em pares entre os compostos principais 
selecionados (PCs). A. Gráfico geral das pontuações em pares entre os PCs, a variação de cada PC é apresentada no quadrado diagonal 
correspondente. B. Gráfico que mostra a variação explicada pelos PCs. A linha verde na parte superior mostra a variação acumulada explicada; a 
linha azul abaixo mostra a variação explicada pelo PC individual.  
A 
B 
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Figura suplementar 5.4. Gráficos com dados de firgerprint ESI-MS das pontuações gerais entre os componentes selecionados PLS-DA. A variação 
de cada componente é mostrada no quadrado diagonal correspondente. A. modo íon positivo. B. Modo negativo.  
 
A B 
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Figura suplementar 5.5. Gráficos com dados de firgerprint ESI-MS da classificação PLS-DA usando um número diferente de componentes baseados 
nos parâmetros de precisão, R2 e Q2 como método de validação. A estrela vermelha indica o melhor classificador. A. modo positivo. B. modo íon 
negativo.  
 
A B 
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CAPITULO 6 
 
6. Co-cultura microbiana sintética, potencial metabólico em pequena escala e 
avaliação da atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos metanólicos 
obtidos do cultivo de bactérias e fungos endofíticos isolados das lâminas foliares 
de Sinningia magnifica, Sinningia Schiffneri e Sinningia speciosa 
 
6.1.Resumo 
 
As co-culturas de microrganismos são uma forma sintética de mimetizar as comunidades 
naturais para estimular a produção de compostos potencialmente ativos que normalmente 
não se conseguem em condições de monoculturas in vitro. Este estudo teve por objetivo 
avaliar o potencial metabólico em pequena escala de co-culturas sintéticas de bactérias e 
fungos endofíticos isolados das lâminas foliares de S. magnifica, S. Schiffneri e Sinningia 
speciosa e avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos metanólicos 
obtidos. Para isto, foram obtidos os extratos metanólicos das co-culturas sintéticas 
endófito-endofito e foram analisados seus fingerprint por ESI-MS e por analises 
quimiométricos (PCA e PLS-DA). Além disso, foi avaliada a atividade antimicrobiana 
frente a bactérias e fungos e avaliou-se capacidade antioxidante pelo método de ORAC-
FL. Os resultados mostraram que as co-culturas dos microrganismos endofíticos 
apresentaram uma riqueza metabólica, com extratos que apresentaram promissora 
atividade antimicrobiana e antioxidante, dependendo das combinações obtidas das 
culturas mistas sintéticas endófito-endófito, sendo capazes de modular o metabolismo 
microbiano em termos de constituintes químicos e de bioatividade.  
 
6.2.Introdução 
 
A natureza apresenta diversos nichos ecológicos com distintas variedades de organismos 
que interagem continuamente entre si, estando susceptíveis às condições edáficas e do 
ambiente durante milhões de anos (Schmidt et al., 2011). Este sistema cíclico da vida 
desencadeou dependência direta ou indireta entre os diferentes organismos biológicos, 
provendo a cada organismo adaptação à distintas e, muitas vezes específicas, condições 
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metabólicas que podem estar ou não expressas, podendo ser induzidas dependendo do 
momento (Klitgord e Segre, 2010).  
 
Uma metodologia que vem sendo empregada para se enteder melhor estes processos é a 
co-cultura de diferentes organismos, buscando mimetizar o estado natural das 
comunidades microbianas para produzir novas substâncias bioativas, como resultado de 
competições por nutrientes e pelo espaço físico (Goers, Freemont e Polizzi, 2014; Yu et 
al., 2019). Neste sentido, foi documentado em literatura que a co-cultura de bactéria -
fungo (Streptomyces rochei e Rhinocladiella similis) produzem dois tipos de ácido 
graxos, borrelidinas J e K com atividade antimicrobiana. Também é explorado o uso de 
co-cultura de microrganismos para aumentar o rendimento da produção de etanol. Ainda, 
o uso de co-culturas entre prebioticos (Streptococcus thermophilus e Bifidobacterium 
lactis) para o controle de insulina e o crescimento sinérgico (Chen, 2010; Oliveira et al., 
2012; Yu et al., 2019). São estes três exemplos distintos de co-cultivos empregados com 
finalidade biotecnológica. 
 
6.3.Objetivo 
 
Este estudo teve por objetivo avaliar o potencial metabólico em pequena escala de co-
culturas sintéticas de bactérias e fungos endofíticos isolados das lâminas foliares de S. 
magnifica, S. schiffneri e S. speciosa e avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante 
de extratos metanólicos obtidos. 
 
6.4.Material e métodos   
 
6.4.1. Co-cultura sintética em pequena escala 
 
Na obtenção de co-culturas sintéticas em pequena escala entre os microrganismos 
endofíticos cultiváveis, foram empregadas as mesmas condições de cultura com algumas 
modificações usadas nas co-culturas com as plantas in vitro anteriormente mencionadas. 
As co-culturas foram feitas inoculando uma alíquota de suspensões microbianas com 
concentrações finais de 1x104 bactérias•mL-1 paras as bactérias e 1x103 esporos•mL-1 para 
os fungos, em 20 mL dos meios de cultura líquidos Murashige & Skoog (MS) 
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suplementado com carvão ativado (0,5% g•L-1) e Sabouraud-Dextrose (SD). As condições 
de crescimento foram a 25°C±2 a 120 rpm durante um período 15 dias de incubação. 
Decorrido o período de incubação, foram obtidos os extratos metanólicos brutos das co-
culturas. Para tanto as culturas foram filtradas, separando a biomassa do meio liquido. O 
meio líquido foi submetido a uma coluna cromatográfica de vidro, contendo como fase 
estacionária dois gramas de C-18 e em seguida, os constituintes retidos na fase 
estacionaria foram eluídos com metanol P.A. e destilado como fase móvel, fornecendo, 
após a eliminação do solvente por rotaevaporação, o extrato metanólico bruto de cada 
cultura microbiana (Rabal, 2011; Pimenta et al., 2010). Este processo de aquisição do 
extrato metanolico também foi realizado para os extratos controles, ou seja, extratos 
metanólicos do meio de cultura MS e do meio de cultura SD. Os extratos foram 
preparados em triplicata, sendo oriundos de três cultivos diferentes em cada meio de 
cultura e para cada microrganismo.        
 
As misturas das suspenções microbianas foram feitas organizando-se em três grupos de 
sete microrganismos em cada, S. magnifica (SM), S. schiffneri (SS) e S. speciosa (SSP), 
estas se mantiverem se cultivarem em individual (controle), em pares e em mistura total 
usando os sete microrganismos: bactéria-bactéria, bactéria-fungo, fungo-fungo e mistura 
total. As condições de crescimento foram a 28°C±2 a 120 rpm durante um período 15 
dias de incubação (processo em triplicata). Os microrganismos usados foram: S. 
magnifica: Methylobacterium sp (SM2), Methylobacterium sp (SM3), Cladosporium sp 
(SM4), Cladosporium sp (SM6), Stenotrophomonas sp (SM8), Curtobacterium sp (SM9), 
e Curvularia sp (SM24-2); S. schiffneri: Xanthomonas sp (SS1), Stenotrophomonas sp 
(SS3), Cladosporium sp (SS4), Curtobacterium sp (SS11), Lecanicillium sp (SS15), 
Stenotrophomonas sp (SS16), e Methylobacterium sp (SS18); e S. speciosa: 
Cladosporium sp (SSP1); Geosmithia sp (SSP7); Curtobacterium sp (SSP8); 
Stenotrophomonas sp (SSP10); Stenotrophomonas sp (SSP12); Stenotrophomonas sp 
(SSP14); Pantoea sp (SSP17). O isolamento e descrição dos microrganismos empregados 
neste capitulo foram relatados no capitulo 4. 
 
 
 
 
184 
 
 
 
6.4.2. Obtenção dos extratos brutos  
 
Para obter os extratos em brutos metanólicos as co-culturas realizadas previamente foram 
filtradas, separando a biomassa microbiana do meio liquido. Estes meios líquidos das 
amostras foram submetidos à uma extração por filtro utilizando C-18 como fase 
estacionaria e metanol P.A como fase móvel, fornecendo, após a eliminação do solvente 
o extrato. Cada extrato foi pesado e conservado em condições estáveis e em frascos cor 
âmbar, até as análises químicas e biológicas correspondentes (Pimenta et al., 2010). 
 
6.4.3. Atividades biológicas 
 
As analises biológicas realizadas aos extratos metanólicos das co-culturas foram atividade 
antioxidante e antimicrobiana. Estas foram feitas seguindo as mesmas metodologias 
descritas no capitulo 4.  
 
6.4.3.1.Ensaios da atividade antioxidante  
 
A capacidade antioxidante dos extratos foram medidas usando o ensaio Oxygen radical 
absorbance capacity (ORAC) com fluoresceína como sonda fluorescente e AAPH (2,2’-
Azobis (2-amidiopropane) dihydrochloride) como fonte de radical livre (Prior et al., 
2003; Wu et al., 2004). Os resultados foram expressos como µmol de Trolox equivalente 
(TE) por grama de extrato ou fração em base seca (µmol de TE•g-1). Todos os 
experimentos foram realizados em triplicata.   
 
6.4.3.2.Ensaio da atividade antimicrobiana. 
 
A atividade antimicrobiana foi feita usando cepas padrão de bactérias (Gram-positivas e 
Gram-negativas) e levedura. A ação antibacteriana e antifúngica foi determinada pelo 
método de microdiluição baseado nos protocolos do “Clinical and Laboratory Standards 
Institute” (CLSI), descritas em detalhe no capitulo 4. Para a execução dos ensaios foram 
utilizadas bactérias gram-negativas Escherichia coli - ATCC 35218 e Pseudomonas 
aeruginosa - ATCC 27853; bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus - ATCC 
14458 e Enterococcus faecalis ATCC 51299, cultivadas por 24 horas a 37°C em Müller 
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Hinton (Difco)-MHb; a levedura Candida albicans – ATCC 1023.1, cultivadas por 24 
horas a 37°C em ágar Sabouraud dextrose.  
 
6.4.4. Análises ESI-MS fingerprint dos extratos metanolicos das co-culturas  
 
Para a análise do perfil químico das amostras das co-culturas por ESI-MS fingerprint foi 
utilizado o mesmo método e condições que as empregadas no analises do capitulo 4, 
usando o espectrômetro de massas TDQ Acquity (Micromass-Waters Manchester, 
England), com fonte de ionização ESI, na faixa de detecção entre 100 a 1500 m/z nos dois 
modos de ionização. A lista das m/z detectadas foram tomadas usando o software 
masslynx versão 4,1. 
 
6.4.5. Análises estatísticas 
 
As análises estatísticas dos perfis de fingerprint ESI-MS das amostras foram feitas no 
software online statistical, functional and integrative analysis of metabolomics data 
(MetaboAnalyst) versão 4,0 
(https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/ModuleView.xhtml). Todos os íons 
obtidos do fingerprint de cada amostra foram filtrados, tomando as 100 m/z mais intensos. 
As Análises de Componentes Principais (PCA) e Regressão Parcial de Mínimos 
Quadrados-Análise Discriminante (PLS-DA) foram feitas seguindo o pipeline do 
MetaboAnalyst. Este processo foi feito nos dois modos de ionização (modo íon positivo 
e modo ion negativo) em triplicata.   
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6.5.Resultados  
 
Das co-culturas realizadas a partir dos microrganismos endofíticos das espécies de 
Sinningia em meios MS e SD, se obtiveram extratos brutos metanolicos com rendimentos 
médios nas faixas em S. magnifica de 0,0009 a 0,0399 gramas, em S. schiffneri de 0,0007 
a 0,0132 gramas e em S. speciosa de 0,0006 a 0,0271 gramas (ver tabela suplementar 
6.1).  
 
A partir, das 175 amostras em triplicata (525 amostras) dos extratos metanolicos das co-
culturas entre os microrganismos endofíticos isoladas de S. magnifica, S. schiffneri e S. 
speciosa, foram aplicadas análises estadísticas de multivariáveis aos dados de m/z obtidos 
dos resultados dos perfis de fingerprint (ESI-MS) nos dois modos de detecção em uma 
faixa de m/z de 100 a 1500, como uma estratégia exploratória não dirigida. Para isto, foi 
usado o programa quimio-informático MetaboAnalyst 4.0 onde de cada uma das amostras 
se analisarem 2143 picos do modo positivo e 2062 picos do modo negativo como dados 
da matriz. Destes dados, foram realizados analises de componentes principais (PCs) como 
e de estes se obteve o gráfico de pontuação aos pares, ministrando uma visão geral dos 
diversos padrões de separação entre os componentes principais mais significativos (PC1 
a PC5) e a variação explicada pelos PCs nos dois modos de ionização, com o propósito 
de mostrar as multivariáveis amplamente que explica a maior parte da variação observada 
dentro das amostras analisadas com 86.5 % no modo positivo e 86.2 % no modo negativo 
(ver Figura suplementar 6.1 e 6.2). Neste sentido, os gráficos bidimensionais com 
pontuação entre PCs 4 e 5 mostram a melhor diferenciação nos dois modos (ver Figura 
6.1). Além disso, foi realizado uma análise quimiométrico complementário usando o 
método de classificação por regressão parcial de mínimos quadrados por análises 
discriminantes (PLS-DA). Este método permite detectar as variáveis nos dados, 
incrementado as possibilidades de selecionar entre os grupos separados no plano (Worley 
e Powers, 2012; Martins et al., 2015). Destas análises quimiométricas foram obtidos 
gráficos das pontuações gerais entre os componentes selecionados (componentes 1 ao 5) 
representando 84.5% dos componentes no modo positivo e 82.9 % no modo negativo, e 
como método de validação foi feito uns gráficos da classificação PLS-DA baseados nos 
parâmetros de precisão, R2 e Q2 (ver figura suplementar 6.3 e 6.4). Esta última, mostra 
que a validação do método em R2 apresenta rendimentos gerais no modo positivo foi 
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acima de 0.2, sendo este rendimento o mais baixo representando o componente 1 e o 
maior rendimento se revelou no componente 5 com um aproximando de 0.6. 
Contrariamente, os rendimentos gerais no modo negativo foi acima de 0.1 sendo o 
componente 1 o mais baixo e o 5 o mais alto com proximidade de 0.4.  Em geral, a 
validação dos dados no modo positivo indicam que estão entre moderada e baixa precisão 
preditiva, e validação no modo negativo indica no mínimo que estão em baixa precisão 
preditiva (sem contar os componentes 4 e 5 que sem encontram na categoria de moderada 
precisão preditiva), isto porque segundo os trabalhos de Chin (1998) e Hensele, Ringle e 
Sinkovics (2009), é mencionado que os valores de R2 acima de 0.33 para as variáveis 
latentes endógenas são de categoria moderada e os valores acima de 0.19 são consideradas 
de débil categoria, e os valores de Q2 acima de zero mostram que os valores observados 
estão bem estruturados e que o modelo tem relevância preditiva, indicando que bons 
resultados em Q2 em todos os componentes tanto no modo positivo como no negativo. 
Em vista de estes resultados se realizou os gráficos bidimensionais nos dois modos de 
detecção usando os componentes de melhor validação componente 4 e 5, mesmo que 
estes não representem a maioria dos dados, mas sem apresenta uma melhor diferenciação 
das amostras (ver figura 6.2).    
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Figura 6.1. Gráficos bidimensionais com a pontuação entre PCs 4 e 5 das análises de componentes principais (PCAs) com dados de firgerprint ESI-
MS das co-cultuas entre microrganismos endofíticos. As variações explicadas são mostradas entre parênteses nos dois eixos. Os pontos coloridos 
representam as diferentes co-culturas, conforme ao indicado. A. modo positivo. B. modo negativo. 
Controle sd 
Controle ms 
Controle sd 
Controle ms 
A B 
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Figura 6.2. Gráficos bidimensionais com a pontuação entre os componentes 4 e 5 das análises da Regressão parcial de mínimos quadrados- Análise 
Discriminante (PLS-DA) com dados de firgerprint ESI-MS das co-cultuas entre microrganismos endofíticos. As variações explicadas são mostradas 
entre parênteses nos dois eixos. Os pontos coloridos representam as diferentes co-culturas, conforme ao indicado. A. modo positivo. B. modo 
negativo.  
A B 
Controle sd 
Controle ms 
Controle sd 
Controle ms 
190 
 
 
 
Os extratos metanólicos das co-culturas entre microrganismos nos médios ms e sd foram 
usados para determinar as atividades antimicrobiana e antioxidante. Os resultados das 
atividades antimicrobianas dos extratos metanólicos nas concentrações de 1mg/mL 
mostraram que todas as amostras das co-culturas proveniente de microrganismos 
endofíticos de S. schiffneri não apresentam atividade antimicrobiana frente a nenhuma 
das cepas microbianas testadas. Não obstante, algumas amostras de microrganismos 
endofíticos de S. magnifica apresentram atividade antimicrobianas, mas não contra todas 
as cepas testadas. As amostras que apresentarem atividade se mostram na tabela 6.1.    
 
Tabela 6.1. Resultado da avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos metanolicos 
de co-culturas de bactérias e fungos endofíticas isoladas das espécies de S. magnifica, S. 
schiffneri e S. speciosa nos meios de cultura liquido Murashige e Skoog com carvão 
ativado (MS) e Sabouraud-Dextrose (SD). 
Resultados: efeito inibitório positivo (+) e efeito inibitório positivo (-). Amostras 
avaliadas na concentração de 1mg•mL-1 
Amostra 
Staphylococcus 
aureus 
Enterococcus 
faecalis 
Candida 
albicans 
MS - - - 
SD - - - 
SM2+SM24-2 MS + + + 
SM3+SM24-2 MS + + + 
SM6+SM24-2 MS + + + 
SM9+SM24-2 MS + + + 
SM24-2 MS + + - 
SM4+SM24-2 MS + - + 
SM6+SM8 MS - - + 
SM6+SM9 MS - - + 
SM8+SM24-2 SD + - - 
MIX SM MS + + + 
SSP8 MS - - + 
SSP10 MS - - + 
SSP1+SSP10 MS + + - 
SSP12 SD + - - 
SSP1+SSP14 SD + - - 
SSP1+SSP17 SD + - - 
SSP8+SSP14 SD + - - 
SSP10+SSP17 SD - - + 
SSP12+SSP14 SD + + - 
SSP14+SSP17 SD + + - 
MIX SSP SD + - - 
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Os resultados da atividade antioxidante mediante o ensaio ORAC-FL mostraram diversos 
tipos de atividades nas amostras testadas. As amostras que mostraram maiores atividades 
antioxidantes foram o grupo de S. magnifica e S. speciosa superando em alguns casos os 
2000 µmol de TE•g-1 de extrato. S. schiffneri apresentou boa atividade antioxidante 
superando em algumas os 1000 µmol de TE•g-1 de extrato (ver tabela 6.2).  No ensaio 
antioxidante ORAC-FL os extratos brutos geralmente se consideram ativos quando os 
resultados são maiores de 800 µmol de trolox equivalente/gramo (Machado et al., 2017). 
Neste sentido, várias amostras tiveram resultados por debaixo da concentração ativa. 
Entre estas estão os controles dos meios de cultura ms (12,50) e sd (467,81), demostrando 
que elas em sua composição não estão interferindo em falsos positivos; além disso, foram 
encontrados efeitos contrario às atividades antioxidantes, catalogando-se com atividade 
pro-oxidante, sendo o caso das amostras: SM2 MS, SM3+SM8 MS, SM8+SM9 MS, 
SS1+SS18 MS, SSP17 MS, e SSP12+SSP17 MS.  
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Tabela 6.2. Resultado da avaliação da atividade antioxidante no ensaio ORAC-FL dos extratos metanolicos de co-culturas de bactérias e fungos 
endofíticos isoladas das espécies de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa nos meios de cultura liquido Murashige e Skoog com carvão ativado 
(MS) e Sabouraud-Dextrose (SD). 
S. magnifica S. schiffneri S. speciosa 
Extrato 
metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
**CV (%) 
Extrato 
metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) 
Extrato 
metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) 
MS 12,50 23,06 MS 12,50 23,06 MS 12,50 23,06 
SM2 MS *0,00 0,00 SS1 MS 64,26 1,24 SSP1 MS 47,22 24,83 
SM3 MS 66,03 1,92 SS3 MS 561,82 14,33 SSP7 MS 90,72 2,61 
SM4 MS 948,15 0,93 SS4 MS 52,10 1,92 SSP8 MS 52,33 16,22 
SM6 MS 50,74 12,35 SS11 MS 84,19 1,24 SSP10 MS 10,33 18,19 
SM8 MS 16,42 7,36 SS15 MS 49,53 8,80 SSP12 MS 68,21 1,06 
SM9 MS 2,38 14,51 SS16 MS 55,07 2,14 SSP14 MS 6,25 22,97 
SM24-2 MS 723,24 1,35 SS18 MS 89,13 1,06 SSP17 MS 0,00 0,00 
SM2+SM3 MS 149,90 6,10 SS1+SS3 MS 0,00 0,00 SSP1+SSP7 MS 90,39 2,87 
SM2+SM4 MS 355,18 2,71 SS1+SS4 MS 118,78 9,09 SSP1+SSP8 MS 41,27 2,17 
SM2+SM6 MS 310,25 0,91 SS1+SS11 MS 80,46 10,08 SSP1+SSP10 MS 169,81 4,01 
SM2+SM8 MS 6,45 19,56 SS1+SS15 MS 46,22 4,12 SSP1+SSP12 MS 278,51 1,29 
SM2+SM9 MS 291,95 4,52 SS1+SS16 MS 44,55 3,32 SSP1+SSP14 MS 102,90 6,34 
SM2+SM24-2 MS 1.193,47 2,60 SS1+SS18 MS 0,00 0,00 SSP1+SSP17 MS 69,68 7,11 
SM3+SM4 MS 402,45 9,63 SS3+SS4 MS 310,81 7,19 SSP7+SSP8 MS 529,17 7,76 
SM3+SM6 MS 319,42 5,48 SS3+SS11 MS 76,18 0,56 SSP7+SSP10 MS 165,54 2,59 
SM3+SM8 MS 41,05 0,00 SS3+SS15 MS 81,57 1,28 SSP7+SSP12 MS 157,04 1,80 
SM3+SM9 MS 34,11 7,74 SS3+SS16 MS 60,90 1,12 SSP7+SSP14 MS 530,95 2,69 
SM3+SM24-2 MS 1.342,77 2,27 SS3+SS18 MS 53,15 2,13 SSP7+SSP17 MS 295,19 7,81 
SM4+SM6 MS 163,27 3,54 SS4+SS11 MS 103,40 3,82 SSP8+SSP10 MS 8,40 35,10 
Os resultados do ensaio ORAC-FL estão expressos em micro-mol de trolox equivalente por grama de extrato em base seca. * Todos os resultados negatives são 
ajustados a zero. **Os dados são apresentados como média e coeficiente de variação (CV em porcentagem) de ensaios realizados em triplicata. 
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Tabela 6.2. Continuação  
S. magnifica S. schiffneri S. speciosa 
Extrato 
metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) 
Extrato 
metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) 
Extrato 
metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) 
SM4+SM8 MS 199,12 1,37 SS4+SS15 MS 96,10 36,99 SSP8+SSP12 MS 0,77 154,61 
SM4+SM9 MS 59,85 10,26 SS4+SS16 MS 42,86 2,51 SSP8+SSP14 MS 1,48 109,54 
SM4+SM24-2 MS 1.713,41 0,67 SS4+SS18 MS 91,70 4,49 SSP8+SSP17 MS 19,02 26,56 
SM6+SM8 MS 165,96 8,50 SS11+SS15 MS 44,61 9,01 SSP10+SSP12 MS 57,16 0,68 
SM6+SM9 MS 187,95 7,54 SS11+SS16 MS 39,43 6,18 SSP10+SSP14 MS 83,77 1,60 
SM6+SM24-2 MS 1.689,17 1,66 SS11+SS18 MS 59,42 8,44 SSP10+SSP17 MS 1,90 1,45 
SM8+SM9 MS 0,00 0,00 SS15+SS16 MS 23,47 2,77 SSP12+SSP14 MS 91,68 13,53 
SM8+SM24-2 MS 1.227,93 0,35 SS15+SS18 MS 34,29 19,83 SSP12+SSP17 MS 0,00 0,00 
SM9+SM24-2 MS 1.425,10 2,80 SS16+SS18 MS 67,20 2,94 SSP14+SSP17 MS 339,58 6,05 
SM2+SM3+SM4+
SM6+SM8+SM9+
SM24-2 MS 
1.060,02 0,43 
SS1+SS3+SS4+SS
11+SS15+SS16+S
S18 MS 
70,03 0,32 
SSP1+SSP7+SSP8
+SSP10+SSP12+S
SP14+SSP17 MS 
530,45 1,56 
SD 467,81 2,39 SD 467,81 2,39 SD 467,81 2,39 
SM2 SD 1.559,35 2,44 SS1 SD 740,65 2,04 SSP1 SD 1.134,44 3,15 
SM3 SD 2.581,88 0,46 SS3 SD 957,00 2,15 SSP7 SD 587,06 9,53 
SM4 SD 350,26 6,69 SS4 SD 894,76 5,00 SSP8 SD 408,08 18,67 
SM6 SD 1.289,00 1,84 SS11 SD 684,68 9,37 SSP10 SD 1.485,69 6,36 
SM8 SD 579,93 5,99 SS15 SD 999,24 1,49 SSP12 SD 1.394,41 6,10 
SM9 SD 2.091,08 4,15 SS16 SD 744,93 5,37 SSP14 SD 1.817,47 1,58 
SM24-2 SD 963,04 4,03 SS18 SD 1.045,18 4,52 SSP17 SD 1.772,07 4,49 
SM2+SM3 SD 1.016,83 1,93 SS1+SS3 SD 676,71 8,67 SSP1+SSP7 SD 1.514,35 1,21 
SM2+SM4 SD 1.080,98 6,02 SS1+SS4 SD 963,91 0,81 SSP1+SSP8 SD 210,04 0,73 
SM2+SM6 SD 1.389,52 0,78 SS1+SS11 SD 675,48 3,49 SSP1+SSP10 SD 986,26 1,25 
Os resultados do ensaio ORAC-FL são expressos em micro-mol de trolox equivalente por grama de extrato em base seca. * Todos os resultados negatives são 
ajustados a zero. **Os dados são apresentados como média e coeficiente de variação (CV em porcentagem) de ensaios realizados em triplicata. 
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Tabela 6.2. Continuação  
S. magnifica S. schiffneri S. speciosa 
Extrato 
metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) 
Extrato 
metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) 
Extrato 
metanolico 
µmol de TE/g 
de extrato 
CV (%) 
SM2+SM8 SD 915,69 3,20 SS1+SS15 SD 821,72 10,64 SSP1+SSP12 SD 1.139,41 0,90 
SM2+SM9 SD 1.475,73 0,63 SS1+SS16 SD 739,59 2,61 SSP1+SSP14 SD 927,49 1,23 
SM2+SM24-2 SD 822,22 1,29 SS1+SS18 SD 955,58 4,76 SSP1+SSP17 SD 1.828,83 1,90 
SM3+SM4 SD 638,18 1,95 SS3+SS4 SD 597,49 2,18 SSP7+SSP8 SD 1.022,27 2,77 
SM3+SM6 SD 1.423,64 0,93 SS3+SS11 SD 1.082,00 1,97 SSP7+SSP10 SD 289,84 2,51 
SM3+SM8 SD 839,11 8,09 SS3+SS15 SD 837,99 1,49 SSP7+SSP12 SD 829,10 0,85 
SM3+SM9 SD 1.317,82 6,98 SS3+SS16 SD 672,67 4,79 SSP7+SSP14 SD 564,20 1,78 
SM3+SM24-2 SD 1.677,57 5,47 SS3+SS18 SD 546,82 0,77 SSP7+SSP17 SD 778,75 1,57 
SM4+SM6 SD 658,49 3,03 SS4+SS11 SD 1.007,73 0,62 SSP8+SSP10 SD 560,43 3,93 
SM4+SM8 SD 2.002,09 0,35 SS4+SS15 SD 563,36 3,39 SSP8+SSP12 SD 2.468,08 1,65 
SM4+SM9 SD 500,70 2,34 SS4+SS16 SD 716,09 1,28 SSP8+SSP14 SD 1.294,02 4,41 
SM4+SM24-2 SD 1.454,74 1,08 SS4+SS18 SD 445,13 9,68 SSP8+SSP17 SD 1.585,93 4,30 
SM6+SM8 SD 804,72 2,42 SS11+SS15 SD 732,38 3,53 SSP10+SSP12 SD 1.234,19 0,05 
SM6+SM9 SD 1.865,38 1,39 SS11+SS16 SD 680,14 2,98 SSP10+SSP14 SD 1.602,72 0,34 
SM6+SM24-2 SD 1.142,72 1,22 SS11+SS18 SD 1.138,99 2,44 SSP10+SSP17 SD 1.162,69 2,61 
SM8+SM9 SD 1.394,37 0,42 SS15+SS16 SD 1.128,12 1,60 SSP12+SSP14 SD 1.105,26 2,51 
SM8+SM24-2 SD 1.361,46 1,11 SS15+SS18 SD 679,71 0,49 SSP12+SSP17 SD 434,10 1,54 
SM9+SM24-2 SD 1.313,55 0,81 SS16+SS18 SD 713,98 2,00 SSP14+SSP17 SD 732,76 6,12 
SM2+SM3+SM4+
SM6+SM8+SM9+
SM24-2 SD 
634,30 1,87 
SS1+SS3+SS4+SS
11+SS15+SS16+S
S18 SD 
699,31 1,91 
SSP1+SSP7+SSP8
+SSP10+SSP12+S
SP14+SSP17 SD 
1.038,19 3,72 
Os resultados do ensaio ORAC-FL são expressos em micro-mol de trolox equivalente por grama de extrato em base seca. * Todos os resultados negatives são 
ajustados a zero. **Os dados são apresentados como média e coeficiente de variação (CV em porcentagem) de ensaios realizados em triplicata. 
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6.6. Discussão  
 
Pesquisas relacionadas aos produtos naturais têm sido uma estratégia amplamente 
utilizada que têm contribuido para a descoberta de fármacos e medicamentos. Produtos 
naturais de diferentes organismos (plantas, microrganismos, animais etc) têm sido fonte 
de moléculas úteis para o homen e vem contribuindo com o desenvolvimento de 
diferentes seguimentos na sociedade como na área das ciências farmacêuticas, 
agronegócio, indústria de alimentos, dentre outros (Newman e Cragg, 2016). Portanto, a 
demanda crescente por novas substâncias de origem natural com aplicações tecnológicas 
está impulsionando pesquisas e novas formas de acessar composições químicas únicas de 
fontes naturais, incluindo coculturas ou culturas mistas de organismos. Essas são culturas 
nas quais dois ou mais organismos são conduzidos à interações mutualísticas ou de 
dominação (Martínez-Buitrago, Ramos e Castellanos, 2019). Nesse sentido, buscou-se 
utilizar coculturas sintéticas endófito-endófito para determinar o potencial metabólico em 
pequena escala de bactérias e fungos endofíticos previamente isolados das folhas de S. 
magnifica, S. Schiffneri e S. speciosa. Portanto, diferentes combinações de coculturas 
entre bactérias e fungos endofíticos foram avaliadas em dois meios de cultura com 
composição nutricional diferente. O meio de cultura Murashige e Skoog ou MS, é um 
meio quimicamente definido amplamente utilizado para o crescimento celular in vitro de 
organismos vegetais, que fornece macronutrientes e micronutrientes na forma de sal, 
fornece sacarose como fonte de carbono e vitaminas como fatores de crescimento, o que 
indica que é um meio altamente enriquecido para o crescimento não apenas de células 
vegetais, mas também de organismos quimio-heterotróficos, sejam bactérias ou fungos, 
especialmente se forem endofíticos (Murashige e Skoog, 1962). Da mesma forma, o meio 
de cultura Sabouraud Dextrose, ou SD, é um meio para organismos 
quimioorganoherotróficos, mas não é quimicamente definido e é amplamente utilizado 
para o crescimento de fungos devido à riqueza de carboidratos e fatores de crescimento 
na forma de extrato de levedura e é ideal para culturas com vários microorganismos (Basu 
et al., 2015). Portanto, esses meios utilizados atendem de maneira adequada aos requisitos 
de co-cultivo objeto desta investigação. 
 
Os resultados do agrupamento por PCA em geral nas analises ESI-MS em modo ion 
positivo mostram a superposição dos componentes principais na maioria dos dados, 
196 
 
 
 
exceto os componentes das co-culturas de microrganismos endofíticos de S. speciosa, que 
apresentam maior discriminação que os demais, sendo possível pela análise PCA 
identificar similaridades e diferenças entre os grupos estudados (Bijlsma et al., 2006).  
 
Os resultados das atividades biológicas que acompanham os resultados das análises de 
agrupamento com base nos dados de fingerprint ESI-MS, mostram agrupamentos 
diferentes, dependendo do meio de cultura utilizado nas coculturas. Os extratos mais 
bioativos foram os da cocultura no meio MS e também aqueles com maior espectro de 
atividade, sendo ativos contra bactérias gram-positivas e leveduras testadas, enquanto os 
extratos ativos oriundo de cultivo em meio SD mostraram apenas atividades aleatórias 
para algumas bacterias gram-positivas ou leveduras avaliadas. A cepa microbiana mais 
prevalente em termos de atividade antimicrobiana foi a SM24-2. Essa cepa endofítica 
corresponde a Curvularia sp e este gênero fúngico apresenta relatos de atividade frente a 
indicadoras como S. aureus e C. albicans (Avinash et al., 2015) com resultados similares 
aos obtidos no presente estudo. 
 
No que diz respeito à atividade antioxidante os extratos com melhor atividade foram os 
dos endofiticos cultivados no meio SD. Extratos das co-culturas de microrganismos com 
atividade antioxidante podem ser promissores para apoiar o desenvolvimento celular de 
plantas, combatendo os radicais livres nocivos, dentre as cepas microbianas mais ativas 
estão SSP1, SS4 e SM6, onde predominam microrganismos do gênero Cladoposrium sp., 
e este fungo já teve relato (Danagoudar et al., 2018) de atividade antioxidante usando o 
ensaio antioxidante com o radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidracil (DPPH). 
 
Por outro lado, alguns extratos das co-culturas mistas endófito-endofito mostraram 
atividade pró-oxidante (cepas bacterianas endofíticas SM2, SM3, SM8, SM9, SS1, SS18, 
SSP12 e SSP17). Este tipo de comportamento também é muito importante em relações 
planta-endofito na manutenção da homeostase dos processos bioquímicos e de equilíbrio 
em relações simbiontes. O modelo de co-cultura sintético utilizado possibilitou verificar 
a modulação do metabolismo microbiano em termos de constituintes químicos e de 
bioatividade. 
 
   
197 
 
 
 
6.7.Conclusão 
 
Os resultados mostraram que as co-culturas dos microrganismos endofíticos 
apresentaram riqueza metabólica, com extratos que apresentaram promissora atividade 
antimicrobiana e antioxidante, dependendo das combinações obtidas das culturas mistas 
sintéticas endófito-endófito. O modelo de co-cultura sintético utilizado possibilitou 
verificar a modulação do metabolismo microbiano em termos de constituintes químicos 
e de bioatividade. O enfoque metabólico do fingerprint por ESI-MS, aliado com as 
análises multivariadas PCA e PLS-DA, permitiu observar a discriminação estatística das 
diferentes condições das co-culturas em função de mudanças metabólicas. Assim, as co-
culturas sintéticas entre bactérias e fungos endofíticos das espécies de Sinningia 
estudadas sugerem grande potencial metabólico para os microrganismos endofiticos 
isolados das lâminas foliares de S. magnifica, S. schiffneri e de S. speciosa. 
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6.9.Material Suplementar 
 
Tabela suplementar 6.1. Resultados do rendimento em massa dos extratos brutos metanolicos das co-culturas sintéticas entre microrganismos 
endofíticos das espécies S. magnifica (SM), S. schiffneri (SS) e S. speciosa (SSP), nos meios de cultura liquido Murashige e Skoog com carvão 
ativado (MS) e Sabouraud-Dextrose (SB). 
 
S. magnifica S. schiffneri S. speciosa 
Amostra Extrato MeOH (grama) Amostra Extrato MeOH (grama) Amostra Extrato MeOH (grama) 
MS 
0,0037 
0,0032 MS 
0,0037 
0,0032 MS 
0,0037 
0,0032 0,0031 0,0031 0,0031 
0,0029 0,0029 0,0029 
SM2 MS 
0,0111 
0,0112 SS1 MS 
0,0030 
0,0023 SSP1 MS 
0,0085 
0,0084 0,0127 0,0019 0,0082 
0,0098 0,0021 0,0086 
SM3 MS 
0,0140 
0,0141 SS3 MS 
0,0047 
0,0046 SSP7 MS 
0,0002 
0,0006 0,0162 0,0045 0,0010 
0,0121 0,0047 0,0006 
SM4 MS 
0,0037 
0,0029 SS4 MS 
0,0064 
0,0061 SSP8 MS 
0,0060 
0,0067 0,0020 0,0059 0,0074 
0,0031 0,0061 0,0067 
SM6 MS 
0,0063 
0,0064 SS11 MS 
0,0120 
0,0113 SSP10 MS 
0,0066 
0,0059 0,0061 0,0106 0,0052 
0,0068 0,0114 0,0059 
SM8 MS 
0,0108 
0,0117 SS15 MS 
0,0014 
0,0018 SSP12 MS 
0,0113 
0,0114 0,0127 0,0017 0,0117 
0,0115 0,0023 0,0111 
SM9 MS 
0,0123 
0,0124 SS16 MS 
0,0065 
0,0066 SSP14 MS 
0,0121 
0,0122 0,0133 0,0061 0,0129 
0,0116 0,0072 0,0116 
SM24-2 MS 
0,0046 
0,0046 SS18 MS 
0,0038 
0,0034 SSP17 MS 
0,0038 
0,0037 
0,0050 0,0031 0,0032 
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0,0041 0,0032 0,0040 
SM2+SM3 MS 
0,0055 
0,0058 SS1+SS3 MS 
0,0092 
0,0088 SSP1+SSP7 MS 
0,0341 
0,0186 0,0058 0,0099 0,0065 
0,0062 0,0074 0,0151 
SM2+SM4 MS 
0,0011 
0,0009 SS1+SS4 MS 
0,0012 
0,0015 SSP1+SSP8 MS 
0,0047 
0,0041 0,0009 0,0014 0,0041 
0,0008 0,0018 0,0034 
SM2+SM6 MS 
0,0076 
0,0079 SS1+SS11 MS 
0,0011 
0,0013 SSP1+SSP10 MS 
0,0301 
0,0271 0,0067 0,0012 0,0227 
0,0094 0,0015 0,0284 
SM2+SM8 MS 
0,0127 
0,0109 SS1+SS15 MS 
0,0129 
0,0132 SSP1+SSP12 MS 
0,0008 
0,0011 0,0099 0,0134 0,0014 
0,0101 0,0132 0,0012 
SM2+SM9 MS 
0,0073 
0,0069 SS1+SS16 MS 
0,0136 
0,0132 SSP1+SSP14 MS 
0,0033 
0,0032 0,0064 0,0129 0,0026 
0,0071 0,0130 0,0038 
SM2+SM24-2 MS 
0,0154 
0,0158 SS1+SS18 MS 
0,0104 
0,0108 SSP1+SSP17 MS 
0,0081 
0,0083 0,0146 0,0114 0,0078 
0,0175 0,0105 0,0091 
SM3+SM4 MS 
0,0017 
0,0017 SS3+SS4 MS 
0,0019 
0,0019 SSP7+SSP8 MS 
0,0063 
0,0061 0,0018 0,0022 0,0067 
0,0016 0,0016 0,0053 
SM3+SM6 MS 
0,0098 
0,0100 SS3+SS11 MS 
0,0013 
0,0014 SSP7+SSP10 MS 
0,0018 
0,0016 0,0105 0,0009 0,0016 
0,0097 0,0019 0,0013 
SM3+SM8 MS 
0,0118 
0,0114 SS3+SS15 MS 
0,0016 
0,0016 SSP7+SSP12 MS 
0,0070 
0,0062 0,0116 0,0013 0,0052 
0,0109 0,0018 0,0064 
SM3+SM9 MS 
0,0038 
0,0038 SS3+SS16 MS 
0,0109 
0,0108 SSP7+SSP14 MS 
0,0078 
0,0094 0,0037 0,0094 0,0106 
0,0039 0,0121 0,0097 
SM3+SM24-2 MS 
0,0155 
0,0153 SS3+SS18 MS 
0,0099 
0,0100 SSP7+SSP17 MS 
0,0036 
0,0034 0,0149 0,0106 0,0031 
0,0154 0,0094 0,0035 
SM4+SM6 MS 0,0030 0,0025 SS4+SS11 MS 0,0012 0,0016 SSP8+SSP10 MS 0,0109 0,0107 
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0,0021 0,0017 0,0113 
0,0025 0,0018 0,0099 
SM4+SM8 MS 
0,0041 
0,0042 SS4+SS15 MS 
0,0025 
0,0022 SSP8+SSP12 MS 
0,0161 
0,0151 0,0039 0,0020 0,0134 
0,0045 0,0021 0,0159 
SM4+SM9 MS 
0,0016 
0,0018 SS4+SS16 MS 
0,0013 
0,0016 SSP8+SSP14 MS 
0,0138 
0,0137 0,0021 0,0015 0,0142 
0,0018 0,0019 0,0132 
SM4+SM24-2 MS 
0,0174 
0,0167 SS4+SS18 MS 
0,0043 
0,0041 SSP8+SSP17 MS 
0,0102 
0,0102 0,0157 0,0041 0,0091 
0,0171 0,0040 0,0112 
SM6+SM8 MS 
0,0105 
0,0104 SS11+SS15 MS 
0,0060 
0,0060 SSP10+SSP12 MS 
0,0067 
0,0068 0,0095 0,0067 0,0066 
0,0111 0,0053 0,0071 
SM6+SM9 MS 
0,0100 
0,0109 SS11+SS16 MS 
0,0078 
0,0074 SSP10+SSP14 MS 
0,0029 
0,0061 0,0094 0,0074 0,0078 
0,0134 0,0071 0,0076 
SM6+SM24-2 MS 
0,0144 
0,0135 SS11+SS18 MS 
0,0094 
0,0091 SSP10+SSP17 MS 
0,0114 
0,0162 0,0125 0,0091 0,0196 
0,0135 0,0087 0,0176 
SM8+SM9 MS 
0,0126 
0,0116 SS15+SS16 MS 
0,0055 
0,0059 SSP12+SSP14 MS 
0,0016 
0,0015 0,0121 0,0059 0,0012 
0,0102 0,0062 0,0017 
SM8+SM24-2 MS 
0,0065 
0,0057 SS15+SS18 MS 
0,0078 
0,0072 SSP12+SSP17 MS 
0,0096 
0,0096 0,0053 0,0063 0,0102 
0,0054 0,0074 0,0091 
SM9+SM24-2 MS 
0,0138 
0,0135 SS16+SS18 MS 
0,0022 
0,0022 SSP14+SSP17 MS 
0,0048 
0,0076 0,0129 0,0026 0,0096 
0,0137 0,0017 0,0084 
SM2+SM3+SM4+SM6+ 
SM8+SM9+SM24-2 MS 
0,0217 
0,0219 
SS1+SS3+SS4+SS11+ 
SS15+SS16+SS18 MS 
0,0094 
0,0096 
SSP1+SSP7+SSP8+SSP10+ 
SSP12+SSP14+SSP17 MS 
0,0049 
0,0053 0,0201 0,0092 0,0054 
0,0238 0,0101 0,0056 
SB 
0,0072 
0,0081 SB 
0,0072 
0,0081 SB 
0,0072 
0,0081 0,0109 0,0109 0,0109 
0,0061 0,0061 0,0061 
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SM2 SB 
0,0233 
0,0230 SS1 SB 
0,0076 
0,0082 SSP1 SB 
0,0125 
0,0134 0,0258 0,0079 0,0136 
0,0199 0,0091 0,0142 
SM3 SB 
0,0334 
0,0338 SS3 SB 
0,0035 
0,0035 SSP7 SB 
0,0139 
0,0147 0,0301 0,0031 0,0158 
0,0379 0,0038 0,0145 
SM4 SB 
0,0022 
0,0019 SS4 SB 
0,0120 
0,0120 SSP8 SB 
0,0182 
0,0173 0,0010 0,0116 0,0173 
0,0025 0,0125 0,0164 
SM6 SB 
0,0138 
0,0097 SS11 SB 
0,0056 
0,0059 SSP10 SB 
0,0136 
0,0123 0,0140 0,0058 0,0134 
0,0014 0,0062 0,0099 
SM8 SB 
0,0343 
0,0357 SS15 SB 
0,0027 
0,0026 SSP12 SB 
0,0134 
0,0105 0,0377 0,0022 0,0095 
0,0352 0,0029 0,0086 
SM9 SB 
0,0254 
0,0267 SS16 SB 
0,0083 
0,0078 SSP14 SB 
0,0115 
0,0118 0,0251 0,0078 0,0124 
0,0296 0,0072 0,0114 
SM24-2 SB 
0,0118 
0,0120 SS18 SB 
0,0024 
0,0022 SSP17 SB 
0,0123 
0,0104 0,0134 0,0017 0,0076 
0,0109 0,0025 0,0113 
SM2+SM3 SB 
0,0320 
0,0306 SS1+SS3 SB 
0,0034 
0,0035 SSP1+SSP7 SB 
0,0014 
0,0013 0,0282 0,0039 0,0008 
0,0317 0,0031 0,0016 
SM2+SM4 SB 
0,0144 
0,0149 SS1+SS4 SB 
0,0108 
0,0115 SSP1+SSP8 SB 
0,0026 
0,0019 0,0156 0,0111 0,0017 
0,0148 0,0127 0,0014 
SM2+SM6 SB 
0,0215 
0,0219 SS1+SS11 SB 
0,0005 
0,0007 SSP1+SSP10 SB 
0,0170 
0,0147 0,0219 0,0010 0,0163 
0,0223 0,0007 0,0108 
SM2+SM8 SB 
0,0264 
0,0265 SS1+SS15 SB 
0,0016 
0,0016 SSP1+SSP12 SB 
0,0179 
0,0164 0,0273 0,0019 0,0133 
0,0259 0,0014 0,0181 
SM2+SM9 SB 
0,0401 
0,0399 SS1+SS16 SB 
0,0021 
0,0021 SSP1+SSP14 SB 
0,0227 
0,0221 
0,0397 0,0018 0,0216 
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0,0399 0,0023 0,0221 
SM2+SM24-2 SB 
0,0317 
0,0236 SS1+SS18 SB 
0,0015 
0,0019 SSP1+SSP17 SB 
0,0047 
0,0055 0,0094 0,0017 0,0061 
0,0298 0,0026 0,0057 
SM3+SM4 SB 
0,0244 
0,0227 SS3+SS4 SB 
0,0123 
0,0108 SSP7+SSP8 SB 
0,0216 
0,0264 0,0202 0,0097 0,0276 
0,0235 0,0103 0,0299 
SM3+SM6 SB 
0,0185 
0,0175 SS3+SS11 SB 
0,0020 
0,0020 SSP7+SSP10 SB 
0,0053 
0,0057 0,0163 0,0017 0,0056 
0,0177 0,0022 0,0061 
SM3+SM8 SB 
0,0275 
0,0271 SS3+SS15 SB 
0,0087 
0,0077 SSP7+SSP12 SB 
0,0017 
0,0016 0,0265 0,0066 0,0014 
0,0272 0,0078 0,0016 
SM3+SM9 SB 
0,0138 
0,0139 SS3+SS16 SB 
0,0049 
0,0044 SSP7+SSP14 SB 
0,0010 
0,0010 0,0141 0,0044 0,0007 
0,0137 0,0039 0,0013 
SM3+SM24-2 SB 
0,0159 
0,0153 SS3+SS18 SB 
0,0095 
0,0097 SSP7+SSP17 SB 
0,0253 
0,0232 0,0151 0,0099 0,0201 
0,0149 0,0096 0,0243 
SM4+SM6 SB 
0,0105 
0,0108 SS4+SS11 SB 
0,0027 
0,0034 SSP8+SSP10 SB 
0,0015 
0,0014 0,0111 0,0036 0,0011 
0,0108 0,0038 0,0016 
SM4+SM8 SB 
0,0260 
0,0271 SS4+SS15 SB 
0,0028 
0,0026 SSP8+SSP12 SB 
0,0136 
0,0132 0,0283 0,0020 0,0131 
0,0269 0,0029 0,0129 
SM4+SM9 SB 
0,0186 
0,0188 SS4+SS16 SB 
0,0015 
0,0017 SSP8+SSP14 SB 
0,0102 
0,0105 0,0180 0,0016 0,0118 
0,0199 0,0019 0,0094 
SM4+SM24-2 SB 
0,0035 
0,0034 SS4+SS18 SB 
0,0008 
0,0014 SSP8+SSP17 SB 
0,0092 
0,0093 0,0032 0,0021 0,0097 
0,0034 0,0014 0,0091 
SM6+SM8 SB 
0,0024 
0,0020 SS11+SS15 SB 
0,0089 
0,0093 SSP10+SSP12 SB 
0,0023 
0,0079 0,0020 0,0094 0,0122 
0,0016 0,0096 0,0091 
SM6+SM9 SB 0,0117 0,0117 SS11+SS16 SB 0,0061 0,0064 SSP10+SSP14 SB 0,0124 0,0121 
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0,0116 0,0067 0,0107 
0,0119 0,0063 0,0132 
SM6+SM24-2 SB 
0,0141 
0,0148 SS11+SS18 SB 
0,0082 
0,0084 SSP10+SSP17 SB 
0,0149 
0,0142 0,0148 0,0092 0,0153 
0,0156 0,0079 0,0123 
SM8+SM9 SB 
0,0169 
0,0157 SS15+SS16 SB 
0,0042 
0,0035 SSP12+SSP14 SB 
0,0116 
0,0116 0,0149 0,0033 0,0119 
0,0152 0,0029 0,0113 
SM8+SM24-2 SB 
0,0108 
0,0101 SS15+SS18 SB 
0,0070 
0,0073 SSP12+SSP17 SB 
0,0062 
0,0068 0,0100 0,0078 0,0069 
0,0095 0,0072 0,0072 
SM9+SM24-2 SB 
0,0014 
0,0017 SS16+SS18 SB 
0,0049 
0,0053 SSP14+SSP17 SB 
0,0180 
0,0146 0,0016 0,0056 0,0099 
0,0021 0,0054 0,0158 
SM2+SM3+SM4+SM6 
+SM8+SM9+SM24-2 SB 
0,0182 
0,0168 
SS1+SS3+SS4+SS11 
+SS15+SS16+SS18 SB 
0,0026 
0,0026 
SSP1+SSP7+SSP8+SSP10 
+SSP12+SSP14+SSP17 SB 
0,0033 
0,0035 0,0175 0,0024 0,0031 
0,0146 0,0029 0,0041 
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Figura suplementar 6.1. Gráficos com dados de firgerprint ESI-MS, no modo íon positivo da pontuação em pares entre os compostos 
principais selecionados (PCs). A. Gráfica geral das pontuações em pares entre os PCs, a variação de cada PC é apresentada no quadrado 
diagonal correspondente. B. Gráfico que mostra a variação explicada pelos PCs. A linha verde na parte superior mostra a variação acumulada 
explicada; a linha azul abaixo mostra a variação explicada pelo PC individual. 
A 
B 
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Figura suplementar 6.2. Gráficos com dados de firgerprint ESI-MS, no modo íon negativo da pontuação em pares entre os compostos 
principais selecionados (PCs). A. Gráfica geral das pontuações em pares entre os PCs, a variação de cada PC é apresentada no quadrado 
diagonal correspondente. B. Gráfico que mostra a variação explicada pelos PCs. A linha verde na parte superior mostra a variação acumulada 
explicada; a linha azul abaixo mostra a variação explicada pelo PC individual.  
A 
B 
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Figura suplementar 6.3. Gráficos com dados de firgerprint ESI-MS das pontuações gerais entre os componentes selecionados PLS-DA. A 
variação de cada componente é mostrada no quadrado diagonal correspondente. A. modo positivo. B. Modo negativo. 
 
 
A B 
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Figura suplementar 6.4. Gráficos com dados de firgerprint ESI-MS da classificação PLS-DA usando um número diferente de componentes 
baseados nos parâmetros de precisão, R2 e Q2 como método de validação. A estrela vermelha indica o melhor classificador. A. modo positivo. 
B. modo negativo.  
A B 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS  
 
Neste trabalho multidisciplinar buscou-se estudar a influência e o potencial metabólico, 
para a busca de moléculas bioativas, que exercem bactérias e fungos endofíticos 
associados às lâminas foliares de S. magnifica, S. schiffneri e S. speciosa (Gesneriaceae). 
Assim, foram investigados os extratos de diferentes origens metabólicas, ou seja, das 
plantas in natura, plantas in vitro, co-culturas sintéticas entre plantas in vitro e 
microrganismos endofíticos ou co-cultura sintéticas entre microrganismos endofíticos.  
 
Foram padronizados procedimentos para o estabelecimento de culturas in vitro das três 
espécies de Sinningia estudadas e foram analisadas as amostras das plantas in natura e 
plantas in vitro, em uma abordagem de desreplicação, de maneira a se analisar 
constituintes químicos já reportados em literatura para outras espécies do gênero 
Sinningia. Os resultados das analises por UHPLC-MS/MS em alta resolução 
possibilitaram a identificação de substâncias como halleridona, 8-hidroxi-dunniona, 6-
metoxi-7-hidroxi-2-metilantraquinona e calceolariosideo B, com teor destas substâncias 
variando pela interação planta-endófito.  
 
 Os resultados de diversidade microbiana indicaram que as comunidades endofíticas 
presentes nas espécies de Sinningia puderam ser agrupadas em bactérias pertencentes aos 
filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria e em fungos associados 
aos filos Ascomycota, Basidiomycota e Chytridiomycota. Quanto aos microrganismos 
endofíticos cultiváveis isolados os resultados mostraram que as bactérias pertencem aos 
gêneros Curtobacterium, Methylobacterium, Pantoea, Stenotrophomonas e 
Xanthomonas, e os fungos aos gêneros Cladosporium, Curvularia, Geosmithia e 
Lecanicillium.   
 
Os extratos metanólicos das plantas in natura e in vitro, dos microrganismos endofiticos 
cultiváveis e das co-culturas sintéticas planta in vitro-endofito e das co-culturas sintéticas 
entre microrganismos endiofiticos obtidos de cada planta estudada mostraram diferentes 
respostas em termos de bioatividade, sendo verificados extratos que apresentaram 
atividade antimicrobiana, antioxidante e pro-oxidante e outros que não foram ativos. 
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Pode-se concluir que as bactérias e fungos endofíticos associados às lâminas foliares de 
cada uma das três espécies de Sinningia estudadas são capazes de modular o metabolismo 
vegetal, em termos de constituintes químicos e de bioatividade, dependendo das 
combinações obtidas das culturas mistas sintéticas planta-endófito. Pode-se ter uma idéia 
da diversidade de microrganismos endofíticos associados à lâmina foliar de S. magnifica, 
S. schiffneri e S. speciosa e o impacto dos endófitos na modulação do metabolismo e na 
biossíntese de substâncias bioativas quando associados à endosfera vegetal.    
 
Este estudo abre perspectivas para trabalhos futuros com a possibilidade de 
investigações, tais como: 
 
• Estudos sobre os efeitos da sazonalidade e de ciclos circadianos no metabolismo 
vegetal de substâncias de interesse farmacêutico ou químico; 
• Detalhamento dos estudos de biotecnologia vegetal para a produção de moléculas 
bioativas, incluindo a avaliação da cinética de crescimento dos calos, com vistas à 
cultura de células em suspensão; 
• Dar continuidade ao estudo da avaliação do potencial metabólico com isolamento e 
identificação de moléculas que não puderam ser caracterizadas a partir do estudo de 
desreplicação;  
• Realizar novas investigações com as comunidades bacterianas e fúngicas das três 
espécies de Sinningia estudadas e buscar melhor entender e comprovar as hipóteses 
formuladas neste estudo inicial quanto as relações planta-endofitos, a origem dos 
organismos que compõem estas comunidades e sua história evolutiva e relações 
filogenéticas.  
• Determinar as cepas endofíticas isoladas a nível de espécie e buscar o 
estabelecimento de procedimentos fazendo uso de marcadores moleculares para 
determinar se as cepas de endofitos isolados correspondem a uma nova espécie 
associada ao gênero identificados; 
• Detalhamento dos estudos de co-culturas sintéticas e estudos com culturas de células 
e plantas in vitro, com detalhamento da avaliação do potencial biotecnológico desses 
endófitos como bioestimulante, no desenvolvimento vegetal ou como fonte de 
moléculas biologicamente ativas, dependendo das combinações realizadas, sendo 
este um passo inicial no estudo da biotecnologia vegetal para espécies de Sinningia 
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envolvendo comunidades microbianas endofíticas em culturas mistas sintéticas com 
vistas na obtenção de sustâncias bioativas.      
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Barison A., Stefanello M. E. (2016). Naphthochromenes and related constituents 
from the tubers of Sinningia allagophylla. Journal of Natural Products, 79: 792-
798.   
Schmidt J. K., Riedele C., Regestein L., Rausenberger J., Reichl U. (2011). A novel 
concept combining experimental and mathematical analysis for the identification 
of unknown interspecies effects in a mixed culture. Biotechnology and 
Bioengineering, 108; 1900-1911. 
Schroeckh V, Scherlach K, Nützmann H-W, Shelest E., Schmidt-Heck W., Schuemann 
J., Martin K., Hertweck C., Brakhage A. A. (2009). Intimate bacterial-fungal 
interaction triggers biosynthesis of archetypal polyketides in Aspergillus nidulans. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, 106 (34): 14558-14563. 
Seo J. Y., Pyo E., Park J., Kim J. S., Sung S. H., Oh W. K. (2017). Nrf2-Mediated HO-1 
induction and antineuroinflammatory activities of Halleridone. Journal of 
Medicinal Food, 20 (11): 1091-1099. 
Silva A. S. (2019). Isolamento de naftoquinonas e avaliação das atividades 
antimicrobiana, antioxidante e citotóxica de Sinningia reitzii (Gesneriaceae). Tese 
doutoral, Universidade Federal do Paraná, Curitiba, Brasil. 
Silva A. S., Amorima M. S., Fonseca M. M., Salvador M. J., Sá E. L., Stefanello M. E. 
A. (2019). A new cytotoxic naphthoquinone and other chemical constituents of 
Sinningia reitzii. Journal of the Brazilian Chemical Society, 30 (10): 2060-2065. 
222 
 
 
 
Silva M. N. Ferreira V. F., Souza M. C. B. V. (2003). Um panorama atual da química e 
da farmacologia de naftoquinonas, com ênfase na beta-lapachona e derivados. 
Química Nova, 26 (3): 407-416. 
Sitz R. A., Luna E. K., Caballeros J. I., Tisserat N. A., Cranshaw W. S., Stewart J. E. 
(2017). Virulence of genetically distinct Geosmithia morbida isolate to Black 
Walnut and their response to coinoculation with Fusarium solani. Plant Disease, 
101: 116-120.  
Smedsgaard J. (1997). Microescale extraction procedure for standardized screening of 
fungal metabolite production in cultures. Journal of Chromatography Products, 760: 
264-270. 
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